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RESUMO

A incidéncia de infecgdes fangicas hospitalares tem aumentado substancialmente,
acarretando altos indices de mortalidade, sobretudo em pacientes internados em
Unidades de Terapia Intensiva. Neste contexto destacam-se 0s casos de candidiase
invasiva, que ocorre por consequéncia da diminui¢do na imunidade e pela exposigéo a
condicBes predisponentes. Embora outras espécies de fungos possam causar quadros
clinicos diversos em pacientes de UTI, as espécies de Candida representam as mais
frequentes. Candida albicans é mais incidente, contudo, outras espécies de Candida
tiveram aumento em suas frequéncias nos Ultimos anos incluindo a C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. glabrata. Nosso objetivo foi verificar a ocorréncia de candidiase
invasiva em pacientes de UTI e avaliar o potencial de viruléncia dos isolados clinicos de
Candida. As coletas foram realizadas de acordo com solicitacdo médica e apds o
diagndstico laboratorial micolégico, por meio de analise polifasica foi possivel
identificar todos os isolados obtidos a partir de amostras clinicas. Dentre os Varios
fatores de viruléncia presentes em cepas do género Candida, foi verificado a capacidade
de aderéncia a células epiteliais, formacdo de biofilme, susceptibilidade antifungica e

producdo de hemolisina.

Palavras-chave: InfeccGes fungicas. Patogenicidade. Biofilme. Hemolisina.



ABSTRACT

The incidence of hospital fungal infections has increased substantially, leading to high
mortality rates, especially in patients admitted to Intensive Care Units. In this context,
we highlight the cases of invasive candidiasis, which occurs due to the decrease in
immunity and exposure to predisposing conditions. Although other species of fungi may
cause diverse clinical conditions in ICU patients, Candida species are the most frequent.
Candida albicans is more incidental, however other Candida species have increased in
their frequencies in recent years including C. tropicalis, C. parapsilosis and C. glabrata.
Our objective was to verify the occurrence of invasive candidiasis in ICU patients and
to evaluate the virulence potential of Candida clinical isolates for the expression of
these factors. The collections were carried out according to medical request and after the
mycological laboratory diagnosis, through polyphase analysis we were able to identify
all the isolates obtained from clinical samples. Among the various virulence factors
present in Candida strains, the ability to adhere to epithelial cells, biofilm formation,

antifungal susceptibility and hemolysin production was verified.

Key words: Fungal infection. Pathogenicity. Biofilm. Hemolysin.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, a incidéncia de infeccBes fungicas nosocomiais ou
hospitalares, que se manifestam apos 48 horas de internacdo ou até 72 horas apos alta,
tem aumentado substancialmente, acarretando altos indices de mortalidade que atingem
até 60% dos casos, sendo frequentes em pacientes graves internados em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) (HINRICHSEN et al., 2008). Esse aumento deve-se
principalmente ao maior nimero de pacientes imunossuprimidos, aos tratamentos mais
avancados e a longos periodos de internacdo (PAPPAS, 2012). Neste contexto
destacam-se os casos de candidiase invasiva (CI), que correspondem a até 70% dos
Obitos em pacientes com Cl internados em UTI, sendo o risco de morte considerado trés
vezes maior quando comparado a outras unidades de internacdo hospitalar
(MAJUMDAR; PADIGLIONE, 2012; VIJAYAKUMAR et al., 2012, PAPPAS et al.,
2018).

A candidiase invasiva ocorre por consequéncia da diminuicdo na imunidade
humoral e celular e pela exposicdo a outras condicdes predisponentes como uso de
procedimentos invasivos, mediante a quebra das barreiras de defesa naturais; uso de
antibioticoterapia de amplo espectro, tempo prolongado de permanéncia hospitalar e
tratamentos invasivos indispensaveis na terapéutica da doenca priméaria (HINRICHSEN
et al., 2008).

Embora outras espécies de fungos possam causar quadros clinicos diversos e
significativos para a clinica dos pacientes de UTI, as espécies de Candida representam
as mais frequentes, sobretudo em pacientes extremamente debilitados. Historicamente,
C. albicans é mais incidente, contudo mudangas pouco esclarecidas tém mostrado que
outras espécies de Candida tiveram aumento em suas frequéncias nos ultimos anos
incluindo a C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata (BORGES et al, 2009;
MICELLI, et al., 2011; MAJUMDAR; PADIGLIONE, 2012; CANTON, et al., 2013).

O diagnostico laboratorial dos casos de candidiase é realizado através do
processamento das amostras bioldgicas coletadas para verificar a presenca de estruturas
fangicas, como células de leveduras, tubos germinativos, filamentos, pseudomicélio e
micélio verdadeiro. Além de realizar seu isolamento e identificacdo (LACAZ et al.,
2002). No entanto, esses procedimentos estdo sendo complementados por analises mais
répidas e eficientes tais como métodos moleculares através da anélise do DNA flngico
(GOES-NETO et al., 2005; WHITE et al., 1990; VILGALYS; HESTER 1990), bem
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como metodos protebmicos por MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation — Time Of Flight Mass Spectrometry) (PULCRANO et al., 2013;
VELLA, et al., 2013). Contudo, apesar da identificacdo precisa em nivel de espécie,
diferencas no padrdo de distribuicdo destes microrganismos ainda ndo foram
completamente elucidadas, podendo estar fortemente relacionadas com o potencial de
viruléncia (HINRICHSEN et al., 2008).

Assim, é possivel que a exposicdo aos fatores de risco as infecgdes flngicas
possam ser controladas através de avaliacdo de fatores de viruléncia assim como o perfil
de susceptibilidade dos agentes etioldgicos aos antifungicos comumente utilizados no
tratamento (HEBERT et al., 2017; PAPPAS et al., 2018). A formacdo de agregados
celulares, caracterizados como biofilmes, que se aderem a superficies e sdo cruciais para
o0 desenvolvimento de infeccdes fungicas, estando associados com alto poder de
patogenicidade e conducdo elevada do nivel de resisténcia aos antifungicos (LI et al.,
2014).

A aquisicdo de micronutrientes esta dentre os pré-requisitos para que um
microrganismo patogénico desenvolva uma doenga, especialmente metais como ferro
(HOOD; SKAAR, 2012). As leveduras do género Candida exibem sistemas para
aquisicdo do ferro como a producdo de sideréforos e enzimas de carater hemolitico,
considerados fatores de viruléncia essenciais a manutencdo destes patdgenos
oportunistas no desenvolvimento do processo infeccioso (ALMEIDA et al., 2009).
Pouco se conhece sobre a atividade hemolitica das espécies de Candida; contudo, sabe-
se que o potencial patogénico destas leveduras pode estar associado com a producéo de
hemolisinas (LUO et al., 2001; 2004; NEGRI et al., 2010).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Verificar a ocorréncia de candidiase invasiva em Unidades de Terapia Intensiva e
avaliar o potencial de viruléncia dos isolados clinicos de Candida quanto a expressao de

diferentes fatores de viruléncia e resisténcia a atifungicos.

1.1.2 Objetivos especificos

= Obter amostras de pacientes internados em UTI com hipdtese de infecgdo
sistémica sugestiva para candidiase invasiva;

= Estabelecer o diagndstico laboratorial micologico a partir das amostras clinicas
coletadas;

= Aordagem polifasica para caracterizar taxonomicamente isolados clinicos de

Candida;

= Determinar a capacidade de aderéncias as células epiteliais dos isolados clinicos
de Candida;

»= Demonstrar a capacidade de formag&o de biofilme in vitro dos isolados clinicos de
Candida.

= Determinar a acdo inibitoria in vitro de antifingicos comerciais frente a isolados
clinicos de Candida.
= Avaliar qualitativamente, in vitro, a atividade hemolitica dos isolados de Candida;

= Avaliar quantitativamente a producdo de hemolisinas dos isolados de Candida.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 INFECCOES FUNGICAS POR Candida spp.

Na dltima década, as infeccGes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) estédo
associadas a uma taxa de morbidade e mortalidade considerdveis em Varios paises
(WISPLINGHOFF et al., 2004; PFALLER E DIEKEMA, 2007; QUINDOS, 2014).
Dentre estas infeccdes, as causadas por fungos tém sua incidéncia aumentada devido ao
uso extensivo de antibidticos de amplo espectro, imunossupressores, farmacos
quimioterapicos, instrumentacdo inadequada e aumento do ndmero de pacientes
transplantados. Além disso, o aumento de pacientes que necessitam de cuidados
intensivos é associado como fatores de risco (ANTAS et al., 2012; YANG et al., 2014;
SUTCU et al., 2016).

Os fungos tém emergido, desde a década de 80, como uma das principais causas de
doencas em humanos, especialmente em individuos imunocomprometidos e pacientes
hospitalizados com doengas subjacentes graves. Entre os fungos, destacam-se as leveduras
predominantemente as do género Candida (PFALLER E DIEKEMA, 2007).

As leveduras do género Candida se apresentam como comensais em humanos
colonizando a pele e superficies mucosas, como as do trato gastrointestinal e urogenital.
Nessas condigdes, alem da limitagdo dos nutrientes, essas leveduras estabelecem uma
relacdo de competicdo com as bactérias da microbiota, desta forma, exercem uma pressao
seletiva, o que resulta na eliminacdo dos microrganismos menos adaptados, tendo entdo um
equilibrio entre as popula¢fes microbianas nos tecidos colonizados (PAM et al., 2012).

Nas alteracbes no sistema imunologico, ocorre um desequilibrio entre os
microrganismos comensais da microbiota, os quais podem causar infecg¢des superficiais em
pessoas saudaveis e, sistémicas graves, em pacientes criticos. O estabelecimento das
micoses estd mais associado ao sistema imunologico debilitado do paciente do que com a
viruléncia das leveduras (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; HOBSON, 2003).

No Brasil, no ambiente hospitalar, os microrganismos considerados oportunistas
sdo responsaveis por cerca de 90% das doencas fungicas. As infecgdes causadas por
Candida representam 80% de todas as infeccbes fangicas no ambiente hospitalar,
incluindo infecgdes do sangue, do trato urinario e do sitio cirargico (Colombo et al.,
2013). Estudiosos apontam que as infecgdes fungicas relacionadas a assisténcia a satde
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apresentam um alto risco aos pacientes hospitalizados em UTI, aumentando em mais de
50% a chance de doenga de etiologia fungica (Colombo et al., 2014).

Neste setor, estudos mostram que Candida spp. é o terceiro patdgeno mais
comum acarretando em uma condicao grave para a principal causa de morte em UTI, o
choque séptico, com indice de mortalidade superior a 60% (BASSETI, et al., 2014;
DELALOYE E CALANDRA, 2014).

E interessante destacar que apesar de serem conhecidas mais de 160 espécies de
Candida, cerca de 15 sdo reconhecidas como patdgenos humanos (PAPPAS et al.,
2016). As principais espécies sao: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata e C. krusei. Nos Ultimos anos tem se observado um aumento na frequéncia de
infeccbes sistémicas por espécies ndo-Candida albicans (PASSOS et al.,, 2007;
PAPPAS et al., 2016; 2018).

A epidemiologia e distribuicdo dos agentes etiologicos de infeccdes fungicas
relacionadas & assisténcia & salde apresentam variagdes a cada regido (YANG et al.,
2014). Na América do Norte a espécie mais isolada é C. albicans seguida de C. glabrata.
Na América Latina, Europa, Australia e Asia as espécies mais isoladas sdo C. tropicalis e C.
parapsilosis (XIAO et al., 2014). A verdade € que, as leveduras do género Candida
continuam sendo 0s principais agentes etioldgicos nas infecgdes fungicas em hospitais
de todo 0 mundo (MARCHETTI et al., 2004; QUINDOS, 2014).

Em estudos realizados nos Estados Unidos e na Europa, o género Candida foi,
respectivamente, o quarto e o quinto agente etiol6gico mais prevalente entre os casos de
infeccbes nosocomiais sistémicas (BASSETI, et al., 2014; DELALOYE E
CALANDRA, 2014). Candida albicans permanece como a espécie predominantemente
isolada em episodios de candidiase sistémica representando mais da metade de todos os
casos, no entanto, recentemente, as especies ndo-Candida albicans vem ganhando
destaqgue (MARCHETTI et al., 2004; PFALLER E DIEKEMA, 2007; HORN, et al.,
2009; PFALLER et al., 2011; PAPPAS et al., 2018).

Pesquisadores afirmam que essa mudanca € devido a escolha da conduta
terapéutica, realizada atraves do uso empirico de antifingicos em pacientes com
hipdtese diagndstica de infec¢do fungica sistémica ou até mesmo com candidemia,
acarretando a resisténcia de algumas espécies a esses antifingicos empiricos
comumente utilizados, mas podem incluir também a idade do paciente e sua doenca de
base (PFALLER E DIEKEMA, 2007; SUTCU et al., 2016).
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Na Suica e nos Estados Unidos da América (EUA), C. glabrata surgiu como a
segunda causa mais comum em casos de candidiase sisttmica (MARCHETTI et al.,
2004; PFALLER E DIEKEMA, 2007). Outras vérias espécies ndo-Candida albicans
tém sido associadas a estes casos e ameacam a vida de pacientes imunocomprometidos
(KULLBERG E ARENDRUP, 2015).

Na China, o estudo de Yang et al. (2004) apresentou 121 episodios de
candidemia, onde a proporcdo de espécies ndo-Candida albicans (62.8%) foi maior
guando comparada com os casos de candidemia causada por C. albicans (37.2%).

Farooqi et al., (2013), no Paquistdo, relataram a incidéncia de C. tropicalis,
seguida por C. parapsilosis, C. glabrata e C. albicans em casos de candidiase sistémica
em adultos. Estes autores afirmam, também, que a idade dos pacientes é o principal
fator para o acometimento da doenca.

Os estudos de Lavezzo et al., (2014) mostraram que nas ultimas décadas a
incidéncia de infeccbes flngicas invasivas nos trés primeiros meses apés transplante
hepatico reduziu para cerca de 5%, mas a mortalidade ainda é alta, cerca de 40 a 50%.
Isso se da devido a admissdo na UTI, uso de dispositivos invasivos e também a
colonizacdo do receptor, uma vez que Candida spp. é descrita como principal agente
etiologico.

Mohammadi e Foroughifar (2016), no Ird, identificaram espécies de Candida
isoladas das diferentes regides do corpo em pacientes neutropénicos com cancer. Vinte
e dois dos 309 pacientes apresentaram candidiase sistémica, sendo C. albicans a espécie
mais prevalente.

Na Turquia, Sutcu et al., (2016) identificaram 134 infeccOes sistémicas causadas
por Candida spp. em pacientes de UTI pediatricas. Candida albicans foi a espécie mais
isolada, seguida de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. lusitaniae, C. kefyr, C.
guilliermondii, C. dubliniensis e C. krusei.

Trouvé el al., (2017) coletaram dados epidemioldgicos com base em 335 casos
de candidiase sistémica em 30 hospitais na Bélgica. Neste estudo, C. albicans foi
isolada em 50,4% dos casos, seguido por C. glabrata (27,3%) e C. parapsilosis lato
sensu (9,8%).

A rede de pesquisa em micoses invasivas da America Latina afirma que dados
epidemioldgicos do Brasil e outros paises da América Latina sdo semelhantes, e nos
casos de candidiase sistémica as espécies prevalentes sdo C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. glabrata (COLOMBO et al., 2006; NUCCI et al., 2013).
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Candida parapsilosis foi 0 segundo agente etiologico mais isolado em pacientes
com candidiase sistémica na América Latina. Por outro lado, C. glabrata tem um papel
etioldgico importante nos EUA e na Europa (QUINDOS, 2014).

Ziccardi et al., (2015) avaliaram a prevaléncia do complexo C. parapsilosis em
casos de candidiase sistémica no Sudeste do Brasil em dez anos de estudos. Por meio de
técnicas moleculares foi possivel distinguir 43 (81,1%) isolados como C. parapsilosis
stricto sensu e 10 (18,9%) como C. orthopsilosis. Contudo, nenhuma cepa de C.
metapsilosis foi encontrada nesse estudo.

No Rio de Janeiro, Barbedo et al., (2015) estudaram pacientes de trés hospitais
terciarios e identificaram que 9,5% dos pacientes apresentaram infecgdo sistémica por
espécies do complexo C. parapsilosis. Destes, 57,1% por C. parapsilosis stricto sensu,
28,3% por C. orthopsilosis e 4,8% por C. metapsilosis. Estes autores relataram que 80%
dos casos de candidemia foram causadas por uma Unica cepa de C. parapsilosis, isolada
de cateter. A observacao de que as cepas podem permanecer no ambiente hospitalar por
anos evidencia a possivel existéncia de reservatorios e reforga a necessidade de medidas
de controle.

Colombo et al., (2013) estudaram casos de candidiase sistémica em hospitais
terciarios de S&o Paulo e do Rio de Janeiro e apresentaram a distribuicdo das espécies
agentes de candidemia. Sendo C. albicans foi principal espécie isolada, seguida de C.
parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. guilliermondii.

Oliveira et al., (2014) avaliaram a incidéncia de leveduras do género Candida,
isoladas a partir de pacientes pediatricos em um hospital publico da cidade de Sao
Paulo. Obtiveram 104 isolados e verificou-se a prevaléncia de espécies nao-Candida
albicans (63,55%). Foram identificadas as espécies C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, Pichia anomala, C. guilliermondii, C. krusei, C. glabrata e C. pararugosa.

Gaspar et al., (2015), em Sao Paulo/Brasil, realizaram um estudo prospectivo
com 114 pacientes adultos internados em UTI. Diagnosticaram candidemia em 15,8%
dos pacientes, destes 61,1% eram do sexo masculino. Pesquisas relatam que a
candidiase sisttmica pode acometer pacientes de qualquer idade, mas a maioria dos
casos ocorrem em criangas com menos de um ano de idade e em adultos com mais de
65 anos (HAJJEH et al., 2004; NUCCI et al., 2013).

Bergamasco et al., (2013), no Brasil, estudaram e incidéncia de Candida spp. em
pacientes com cancer (malignidades hematoldgicas e tumores solidos) e candidemia em

associacao. Candida albicans foi a espécie mais frequente, seguida de C. tropicalis e C.
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parapsilosis. Dentre os fatores significativamente associados a mortalidade, os
principais foram idade avancada e internacdo em UTI.

Doi et al., (2016) em um estudo multicéntrico no Brasil, observaram 2.563
episddios de infeccdo nosocomial da corrente sanguinea, nos quais Candida sp. foi o
sétimo agente mais prevalente. Pacientes internados em UTI e pacientes do setor de
oncologia foram o que mais apresentaram episodios de candidemia. Candida albicans
(34,3%), C. parapsilosis (24,1%), C. tropicalis (15,3%) e C. glabrata (10,2%) foram as
espécies mais prevalentes.

Almeida-Jr. et al., (2012) relataram pela primeira vez um caso de candidemia
causada por C. haemulonii em um hospital terciario da cidade de S&o Paulo.
Descreveram caracteristicas clinicas e analises laboratoriais, incluindo identificacdo
fenotipica e molecular, além de teste de suscetibilidade a antifingicos.

Silva et al., (2013), relataram um surto de candidemia causado por C. pelliculosa
(Pichia anomala) em recém-nascidos hospitalizados em unidade de terapia intensiva
neonatal no estado de Pernambuco, os quais apresentavam origem clonal e perfil de
sensibilidade distintos aos antifingicos convencionais.

Em 2015, Silva et al., ressaltaram o envolvimento de varias espécies de
Candida, como C. albicans e C. parapsilosis responsaveis pelos casos de candidiase
invasiva em recém-nascidos. No entanto, espécies raras tém sido descritas, como C.
haemulonii, sendo considerada um patégeno emergente.

As taxas de mortalidade por candidiase sisttémica, permanecem inaceitavelmente
altas nas Gltimas décadas. Estudos esclarecem estratégias preventivas para o controle da
infeccdo que devem ser enfatizadas, incluindo a higienizacdo das maos; colocagédo e
cuidado de cateteres venosos centrais; e sobretudo, um prudente manejo terapéutico
antifingico (PFALLER E DIEKEMA, 2007; SUTCU et al., 2016).

Na América Latina, as taxas de mortalidade continuam a ser mais altas do que as
observadas nos paises do Hemisfério Norte, enfatizando a necessidade de melhoraria
nas préaticas locais de manejo clinico da candidiase sistémica e sua disseminacéo,
incluindo o diagndstico precoce, controle de fontes de contaminacdo e terapia
antifungica precisa (DOI et al., 2016).

E evidente a mudanca na epidemiologia e no manejo clinico da candidiase
sistémica em pacientes internados na UTI. Pesquisas em todo o mundo apontam que a
taxa de mortalidade diminui com o conhecimento do patdégeno e a conducdo de uma
terapéutica adequada (COLOMBO et al., 2014; SILVA et al., 2015).



NUNES, M. Candidiase Sistémica em Pacientes de Unidades de Terapia... 21

2.2 DIAGNOSTICO E IDENTIFICACAO

2.2.1 Diagnostico clinico

Clinicamente, o diagnostico dos casos sistémicos de candidiase é realizado com
base na sintomatologia e na anamnese do paciente, 0 que ndo é conclusivo, pois 0s
sinais e sintomas sdo inespecificos. Febre e leucocitose sdo os principais indicios de
uma infeccdo sistémica, contudo 20% dos pacientes ndao desenvolvem hipertermia e
apenas 50% apresentam leucocitose (BLOT et al., 2002).

Mesmo assim, a presenca desses sinais ndo é suficiente para supor uma infeccéo
sistémica por Candida ou qualquer outro microrganismo. Portanto, é imprescindivel a
realizacdo do diagnostico laboratorial micolégico, a fim de evitar um diagnostico tardio,
aumentando as chances de complicacdo e morte, ja que a mortalidade é atribuida
diretamente a candidemia, com altos indices que chegam a 60% (GIOLO E
SVIDZINSKI, 2010).

Candidiase, sobretudo a candidiase invasiva, € reconhecida como grave
problema de salde publica no Brasil e em outros paises em desenvolvimento. Portanto,
um diagnéstico precoce € fundamental para que um eficiente esquema terapéutico seja
rapidamente instituido, aumentando, assim, a probabilidade de cura (COLOMBO et al.,
2014).

2.2.2 Diagnostico laboratorial micolégico

O diagndstico laboratorial das micoses se baseia na observacdo das estruturas
fangicas em parasitismo através da analise microscopica direta da amostra bioldgica e
na obtencdo do agente etiologico em meios de cultura especificos (KAUFFMAN, 2011;
OLIVEIRA, 2014; BACKES et al., 2016).

O exame microscopico direto pode ser realizado em qualquer material bioldgico
como pele, pelos, unhas, sangue, urina, escarro, fezes, liquor, fluidos diversos,
fragmentos de tecidos, entre outros (OLIVEIRA, 2014). Esta analise pode ser realizada
a fresco, com ou sem adicdo de corante, clarificante ou contrastante, a depender do
material biologico (ANVISA, 2013). O exame microscopico direto é considerado o
método mais rapido e menos oneroso na realizacdo do diagnostico laboratorial
micolégico (MURRAY et al., 2012).
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Os fungos, em sua maioria, ndo sdo exigentes em suas necessidades nutricionais
e facilmente desenvolvem-se em diferentes meios de cultura sintéticos facilitando seu
isolamento em diferentes condi¢des de incubacdo (KAUFFMAN, 2011). Na rotina
laboratorial, utiliza-se Sabouraud Dextrose Agar (SDA) que € um meio ndo seletivo
para cultura e manutencdo de fungos patogénicos e ndo patogénicos. A seletividade é
obtida através do uso de aditivos, como carboidratos e antibidticos.

O diagnostico laboratorial da candidiase invasiva é feito através de culturas de
sangue ou outras amostras coletadas sob condi¢bes assépticas e tém sido considerada
“padrdo-ouro”. Testes diagnosticos de ndo-cultura, como ensaios de deteccdo de
antigeno, anticorpo ou [3-D-glucano e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo
inseridos na prética clinica como adjuntos as culturas em grandes centros hospitalares.
Se usados e interpretados criteriosamente, esses testes podem identificar mais pacientes
com candidiase invasiva e a partir disso definir a melhor terapia antifingica (PAPPAS
et al., 2016).

2.2.3 Abordagem polifasica na identificacdo de leveduras

O répido reconhecimento e tratamento das infecgdes fingicas relacionadas a
assisténcia a saude é relevante para reduzir o alto indice de mortalidade, bem como os
custos com a internacdo. A identificacdo correta de leveduras do género Candida a nivel
de espécie é essencial na contribuicdo para uma decisao terapéutica de sucesso (LEAP
et al., 2002; PINCUS et al., 2007; ANGELETTI et al., 2015).

A identificacdo de leveduras € baseada em analises morfoldgicas e fisiologicas,
uma vez que a macromorfologia de leveduras ndo apresenta muita diversidade e,
portanto, nem sempre € um parametro suficiente para identificagdo (COSTA, 2015). As
provas morfofisiologicas mais comuns para a identificacdo de Candida spp. sdo analise
morfologica das células vegetativas crescidas em meio liquido e solido; formacéo de
pseudomicélio, micélio verdadeiro, clamidosporo, tubo germinativo; assimilacdo de
fontes de carbono e nitrogénio (auxanograma) e a fermentacdo de agucares (zimograma)
(KURTZMAN E FELL, 1998; GALES et al.,1999; BARNNET et al., 2000; HOOG et
al. 2000; ANVISA, 2013). Os métodos fenotipicos tém algumas limita¢fes e podem néo
identificar ou identificar erroneamente algumas especies do género Candida (MARCOS
E PINCUS, 2013).
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Nos ultimos anos, os métodos para a identificacdo de leveduras tém melhorado,
desde ensaios bioquimicos e fisioldgicos até técnicas moleculares mais sofisticadas
(LEAW et al., 2006; MARCOS E PINCUS, 2013). Os métodos moleculares sdo
capazes de identificar as leveduras ao nivel da espécie, contudo sdo técnicas bem
exigentes, demoradas e onerosas, e nem sempre estdo disponiveis em laboratorios de
diagndstico microbiolégico (MARCOS E PINCUS, 2013; LEAW et al., 2006;
ROBERTS et al., 2016).

Os métodos convencionais de identificacdo fungica sdo utilizados em
laboratdrios de microbiologia clinica diariamente. A identificacdo limitada por métodos
convencionais de microbiologia leva pelo menos 24 horas, se uma cultura for positiva.
O advento da biologia molecular forneceu novas ferramentas para a taxonomia
micoldgica. A PCR e 0 sequenciamento de genes relevantes proporcionam uma
identificacdo rapida e precisa de um grande nimero de patdgenos, sobretudo leveduras
(PINCUS et al., 2007).

Por estes motivos, muitos estudos foram realizados nos dltimos anos, afim de
obter novas técnicas capazes de fornecer uma identificacdo rapida e precisa na
identificacdo de microrganismos, tal como MALDI-TOF MS (VOLLMER et al., 2008;
HSIUE et al., 2010; PUTIGNANI et al., 2011; BADER et al., 2011; POSTERARO, et
al., 2012; CHEN et al., 2013; ALMEIDA-JUNIOR et al., 2014).

O MALDI-TOF-MS foi introduzido no laboratério de microbiologia para
identificacdo rapida de bactérias, micobactérias e fungos (MARKLEIN et al., 2009;
BIZZINI et al., 2010; KLEIN et al., 2012; HUANG et al., 2013).

Prakash et al., (2015) realizaram abordagens poliféasicas para a caracterizacéo de
cepas de Candida auris, isoladas no Brasil, india e Africa do Sul, que esta emergindo
como um importante patdégeno e requer reprodutibilidade de métodos laboratoriais para
identificagdo. A avaliacdo de MALDI-TOF MS como um meétodo de identificagdo para
esta levedura é precisa. Posteriormente, os estudos de Girard et al., (2016) ratificaram
que a espectrometria de massa ionizante permite a identificacdo exata das cepas
emergentes de C. auris.

Grenfell et al., (2016) avaliaram o desempenho do MALDI-TOF MS para
identificar espécies do complexo Candida haemulonii. O banco de dados Biotyper™
forneceu score satisfatorio (>2.0) na identificacdo de C. haemulonii sensu stricto, C.
pseudohaemulonii e C. auris, e score entre 1.797 e 1.935 para as espécies identificadas

como C. duobushaemulonii.
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Fraser et al., (2016) realizaram a identificacdo de 6328 isolados de leveduras
patogénicas utilizando MALDI-TOF-MS. A analise permitiu a identificagdo correta de
99,8% dos isolados. No entanto, destacaram a importancia de um banco de dados
adjunto para apoiar os bancos de dados fornecidos comercialmente.

Stefaniuk et al., (2016) compararam ferramentas na identificacdo de leveduras, o
MALDI-TOF-MS identificou corretamente 98,4% dos isolados a nivel da espécie
usando escores de > 2.000. Obtiveram melhores resultados do que os métodos
tradicionais de rotina para identificacdo principalmente com C. kefyr, C. dubliniensis e
C. parapsilosis.

Na China, Wang et al., (2016) avaliaram o0 MALDI TOF MS na identificacéo de
2.683 isolados de leveduras. O equipamento Bruker Biotyper apresentou melhor
desempenho e exibiu taxas de precisdo significativamente mais altas do que outros
sistemas testados para identificacdo geral de todos os isolados de leveduras (98,8%) e
para todos os isolados de Candida (99,4%).

Embora alguns testes moleculares tenham sido bem reconhecidos ao longo dos
anos, outros ainda precisam ser validados em laboratério de micologia clinica. Por outro
lado, a introducdo de MALDI-TOF MS na rotina laboratorial clinica pode significar
uma mudanca radical na precisdo de identificacdo, reduzindo o tempo e custo (SOW et
al., 2015).

2.3 FATORES DE VIRULENCIA DE LEVEDURAS DO GENERO Candida

A patogenicidade de um microrganismo é definida pela sua capacidade de causar
doenca (Suctu et al., 2016). A maioria dos patogenos, incluindo as espécies de Candida,
expressam diferentes fatores de viruléncia, e assim desenvolvem estratégias importantes
no processo de infeccdo no hospedeiro (Pfaller e Diekema, 2007; Lavezzo et al., 2014).
A viruléncia ndo pode ser considerada uma caracteristica isolada do microrganismo,
mas um processo dependente e dindmico de fatores do hospedeiro em sua interagdo com
o0 parasita (Casadevall e Pirofski, 2001; Favero et al., 2014).

O estado fisiolégico do hospedeiro é um dos principais fatores no
desenvolvimento das IRAS (Barchiesi et al., 2004; Mohammadi e Foroughifar, 2016;
Suctu et al., 2016). A espécie Candida albicans ¢ a mais estudada na maioria das

pesquisas que caracterizam os fatores de viruléncia do género Candida. Contudo, ha
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diferencas significativas na expressao fenotipica e genotipica entre as espécies deste
grupo (Favero, 2013; Franga, 2014).

As leveduras do género Candida tem capacidade em desenvolver diversos
mecanismos para expressar sua patogenicidade e viruléncia. A patogenicidade dessas
leveduras tem sido atribuida a varios fatores de viruléncia, estabelecendo processos
infecciosos em humanos, como a adesdo a células hospedeiras e/ou dispositivos
meédicos invasivos, formagdo de biofilme e secregdo de enzimas hidroliticas como as
hemolisinas (SILVA et al., 2011; MONTEIRO et al., 2014).

Entre os principais fatores de viruléncia das espécies de Candida estdo a
producdo de enzimas extracelulares, adesdo e formacdo de biofilme, resisténcia aos
antifungicos, alteracdo morfoldgica, bem como a expressdo de fatores que favorecem o
processo de infeccdo (LINARES et al., 2007; THOMPSON et al., 2011; FAVERO et
al., 2014; MORALEZ et al., 2014).

2.3.1 Aderéncia celular

A capacidade de aderir firmemente em diferentes superficies, incluindo células,
matriz extracelular do hospedeiro e superficies abidticas, € uma importante caracteristica
detectada em algumas espécies de Candida (TRONCHIN et al. 2008; SILVA et al. 2011;
BLISS et al. 2012; DE GROOT et al. 2013; MAYER et al. 2013). A etapa de adesao é
caracterizada como fundamental para a sobrevivéncia dos microrganismos em
hospedeiros humanos, contribuindo como fonte de disseminagdo nos casos de infec¢oes
fangicas sistémicas (MAYER et al. 2013; SARDI et al., 2013; MODRZEWSKA E
KURNATOWSKI, 2015).

A aderéncia é o primeiro passo no processo infeccioso, dando origem a
formacéo do biofilme pelas espécies de Candida em dispositivos médicos implantados
no hospedeiro humano. Tanto a natureza fisico-quimica do biomaterial como as
proteinas da parede celular do patégeno desempenham um papel determinante nesse
processo (WILLIAMS et al., 2013; NUNEZ-BELTRAN et al., 2017).

Naicker e Patel (2013) afirmaram que a patogenicidade de C. albicans esta
relacionada a aderéncia nas superficies de mucosas, bem como a propriedade em formar
tubo germinativo e filamentos verdadeiros. Em parte, isso explica a maior prevaléncia

de isolados clinicos de C. albicans.
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As células epiteliais tém um papel fundamental em muitas das nossas interacdes
com a nossa microbiota e patdgenos. As interagdes destas células com Candida albicans
demonstraram ser criticas, regulando a morfologia fungica e o perfil de expressdo dos
genes (MOYES et al., 2015; MODRZEWSKA E KURNATOWSKI, 2015).

As interacdes de C. albicans com células epiteliais incluem aderéncia, invaséo e
indugdo de lesdo celular epitelial. Os desafios incluem a identificacdo dos alvos
celulares epiteliais das adesinas e invasinas e a determinagdo dos mecanismos pelos
quais C. albicans penetra ativamente nas células epiteliais induzindo danos (HOFS et
al., 2016).

Yang et al., (2014) mostraram que a interacdo entre células hospedeiras e
espécies de Candida no processo de infec¢do sistémica desempenham um grande papel
na patogenicidade desses fungos. A endocitose induzida (genes Als3 e Ssal) e a
penetracdo ativa sdo os dois mecanismos de invasdo complementares nos casos de
candidiase sistémica.

Modrzewska e Kurnatowski (2015) destacam Als, Epa, Hwpl, Eapl, Sun4l,
Cshl como as principais adesinas presentes na parede celular flingica e sugerem
investigacBes dos genes que contribuem para a adesao, tais como: CZF1, EFG1, TUP1,
TPK1, TPK2, HGC1, RAS], RIM101, VPS11, ECM1, CKA2, BCR1, BUD2, RSR1, IRS4,
CHS2, SCS7, UBI4, UMES6, TEC1 e GAT2.

Menezes et al., (2013) avaliaram a capacidade de aderéncia de 118 isolados
clinicos de espécies de Candida, icluindo C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
glabrata. Em um total de 93 (79%) isolados foi identificada a propriedade de aderéncia,
sendo as cepas de C. tropicalis as que apresentaram maiores niveis de adesao.

Lima-Neto et al., (2011) correlacionaram a capacidade de aderéncia em cepas de
C. albicans e C. parapsilosis as células epiteliais bucais humanas a presenca de
carboidratos de parede celular, mostrando que a diferenca individual entre as linhagens
estava relacionada com um alto teor de residuos de a-l-fucose de superficie celular.

Ellepola et al., (2016) avaliaram a aderéncia de Candida albicans, C. tropicalis,
C. krusei, C. glabrata e C. dubliniensis as células epiteliais bucais apds breve exposi¢do
a trés concentracOes subterapéuticas de gluconato de clorhexidina. E comprovaram que
a exposicado em diferentes concentracdes reduziu a adesao a das espécies de Candida em
mais de 50%, indicando uma farmacodindmica provavel que pode potencializar as suas

propriedades antissépticas.
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Alenzi (2016) estudou espécies de Candida em amostras de urina de pacientes
com infecges do trato urinario e investigou seus fatores de viruléncia. Sua pesquisa
mostrou que 40,5% dos isolados de Candida apresentaram forte aderéncia a células
epiteliais.

Gabriel e Rychtowski (2017) afirmam que varios fatores sao conhecidos por
estarem envolvidos na viruléncia de Candida albicans e destacam que o
desenvolvimento de biofilme nas superficies de dispositivos medicos permanentes seja
considerado o promotor das infeccdes sistémicas. A compreensao do comportamento de
aderéncia de leveduras do género Candida é fundamental para o desenvolvimento de
medidas preventivas eficazes contra a infeccdo associada ao biofilme (TOMICIC E
RASPOR, 2017).

2.3.2 Producao de biofilmes

A formacdo de biofilme pelos microrganismos € um importante fator de protecédo
para seu desenvolvimento em qualquer ambiente, seja especifico ou desfavoravel. O
biofilme microbiano é constituido por uma comunidade de microrganismos, aderida a
uma superficie, embebida em uma matriz extracelular composta de polissacarideos,
proteinas, acidos nucléicos e lipidios (LINDSAY; HOLY, 2008).

O National Institutes of Health estimam que os biofilmes sdo responsaveis, de
uma forma ou de outra, por mais de 80% de todas as infec¢cbes microbianas nos Estados
Unidos (FOX E NOBILE, 2012; NOBILE E JOHNSON, 2015). A associagdo de
microrganismos, sobretudo as leveduras, formando biofilme é um dos mais importantes
aportes para a viruléncia do género Candida, pelo fato de apresentar maior resisténcia a
terapia antifungica, beneficiar uma evasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, além
da competicdo ecoldgica com outros microrganismos patogénicos (SILVA et al., 2009;
MARTINEZ E FRIES 2010; SILVA et al., 2012; COSTA et al., 2013; MAYER et al.,
2013).

A capacidade de leveduras do género Candida de adeséo e infeccdo € definida como
potencial de viruléncia ou patogenicidade. Um dos principais mecanismos de viruléncia
desta levedura € a sua flexibilidade de adaptacdo e capacidade de adesdo em diferentes
sitios corporeos (SUZUKI, 2009; PANNANUSORN et al., 2013). O processo de adesao das
leveduras ao substrato, evento que antecede a construcdo do biofilme, consiste

primeiramente em interacdes inespecificas e em seguida ocorre uma adesdo mais forte pela
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acdo das adesinas fangicas presentes na parede celular do organismo (BLANKENSHIP E
MITCHELL 2006; RAMAGE et al., 2006; SENEVIRATNE et al., 2008; CUELLAR-
CRUZ et al., 2012).

A matriz extracelular mantém a totalidade da estrutura do biofilme, sendo sua base
composta por carboidratos e proteinas que tem influéncia direta da espécie envolvida na
formacéo do biofilme e fatores como pH e oxigénio (BLANKENSHIP E MITCHELL 2006;
SILVA et al., 2011; CUELLAR-CRUZ et al., 2012; SARDI et al., 2013). A matriz
extracelular ¢ um grande influenciador na viruléncia das espécies de Candida, isso é devido
a sua capacidade seletiva na entrada de agentes antifungicos utilizados para o tratamento da
doenca (MARTINEZ E FRIES 2010; DA SILVA et al., 2012; MATHE E VAN DIJCK
2013). Outras caracteristicas sdo pertinentes como a taxa de desenvolvimento celular e
expressao de genes que concedem resisténcia a acdo de antifungicos (MARTINEZ E FRIES
2010; MATHE E VAN DIJCK 2013; TAFF et al., 2013).

Enquanto forma-se o biofilme de Candida, h4& um forte mecanismo de
comunicacdo intercelular que executa o desenvolvimento, permitindo o aumento do
namero de células de leveduras e sua dispersdo (HOGAN 2006; MARTINEZ E FRIES
2010; CUELLAR-CRUZ et al. 2012; COSTA et al. 2013). A formacdo e
desenvolvimento do biofilme entre as espécies de Candida sdo bem parecidas. Contudo,
ha caracteristicas especificas a depender da espécie envolvida, incluindo morfologia da
célula, substrato ou superficie de desenvolvimento e nutrientes seletivos
(SENEVIRATNE et al., 2008; SILVA et al. 2009; SILVA et al. 2010; COSTA et al.,
2013).

Estudos mostram a afinidade de C. albicans em formar biofilme em diferentes
superficies de dispositivos médicos invasivos, enquanto biofilmes formados por C.
tropicalis € mais relatado em superficies de cateter de latex e de silicone (SILVA et al.,
2009; NEGRI et al., 2010; CUELLAR-CRUZ et al., 2012). A formacéo do biofilme por
C. albicans esta associado com sua propriedade dimdrfica de crescimento. A estrutura
do biofilme é formada por duas camadas diferentes: uma camada basal e fina composta
por leveduras e uma camada mais densa repleta de filamentos (BAILLIE et al, 1999).
Por outro lado, C. parapsilosis produz um biofilme quantitativamente menor e
estruturalmente menos complexo que os de C. albicans e C. tropicalis (KUHN et al,
2002).
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2.3.3 O papel do ferro na patogenicidade e suas estratégias de captacdo

O ferro elementar apresenta capacidade de receber e doar elétrons e atua como
cofator importantissimo em uma variedade de funcdes metabdlicas, como o transporte
de oxigénio, reacBes envolvidas na cadeia respiratoria, sintese de acidos nucleicos e
regulacdo da expressao génica, sendo considerado essencial para todos 0s organismos
(ARCENEAUX, 1998: MOYE-ROWLEY, 2003; ALVAREZ, 2013; FAVERO et al.,
2014).

Entretanto, sua reatividade com peroxido de hidrogénio, resulta na formacdo de
radicais livres altamente toxicos, 0s quais podem reagir com carboidratos, aminoacidos
e é&cidos nucleicos presentes nas células causando-lhe danos. Sendo assim, 0s
organismos necessitam de um bom mecanismo de captacdo e armazenamento desde
elemento (ALVAREZ, 2013; FAVERO et al., 2014).

A disponibilidade de ferro apresenta um papel importante na relagdo parasita-
hospedeiro (MANNS et al., 1994; HOWARD, 1999). A capacidade de microrganismos
patogénicos para adquirir ferro elementar no hospedeiro tem-se mostrado importante no
estabelecimento da infec¢do. Nos seres humanos, cerca de 65% do ferro do corpo esta
associada a hemoglobina no interior das hemacias e o restante encontra-se
intracelularmente na forma de ferritina, mioglobina, proteinas ferro-enxofre, ou como
compostos do grupo heme (ALVAREZ, 2013; CASSAT E SKAAR, 2013). A pequena
quantidade de ferro extracelular aparece ligadas a proteinas como a transferrina e
lactoferrina (MANNS et al., 1994; WEINBERG, 1999; RATLEDGE E DOVER, 2000).

A transferrina € encontrada no soro e este atua como o principal meio de
distribuicéo de ferro, j& a lactoferrina € encontrada nas secrecGes corporais. Estas proteinas
extracelulares estdo normalmente saturadas com ferro e tem uma alta afinidade de ligacdo a
esse elemento, garantindo que a concentragéo de ferro livre nos fluidos corporais permaneca
em niveis baixos, insuficientes para o crescimento microbiano (FRANCA et al., 2010;
FAVERO et al., 2014).

A auséncia do ferro, atraves da retencdo em proteinas com alta afinidade de
ligagdo a hemoglobina e ao grupo heme (haptoglobina e hemopexina, respectivamente),
atua como um obstaculo a infecgdes por muitos microrganismos. Essa estratégia é
conhecida como “imunidade nutricional” (WEINBERG, 1999; RATLEDGE E DOVER,
2000; ALVAREZ, 2013; CASSAT E SKAAR, 2013). Por outro lado, microrganismos

patogénicos apresentam estratégias para aquisicdo deste elemento e em muitos deles, a
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capacidade de disponibilizae ferro atua como um fator de expressdo de viruléncia
(WEINBERG, 1999; TIMM et al., 2003:).

Ha algumas doencas que determinam sobrecarga férrica, modificacdo da
homeostase do ferro e o aumento da disponibilidade desse elemento no organismo,
favorecendo o desenvolvimento de infecgdes. Pacientes com leucemia frequentemente
apresentam excesso de ferro livre no soro e estdo mais suscetiveis a infecgdes por espécies
de Candida (ALVAREZ, 2013).

Assim como para outros microrganismos, a disponibilidade de ferro para C.
albicans serve como um importante sinal do controle da expressao de certos determinantes
de viruléncia (CHEN et al., 2011). A disponibilidade de ferro impde um fator limitante para
0 aumento e patogenicidade de microrganismos. Assim esses microrganismos patogénicos
desenvolveram mecanismos complexos de captacdo de ferro a partir do hospedeiro
(RATLEDGE; DOVER, 2000; TIMM et al., 2003; CHEN et al., 2011; ALVAREZ et al.,
2013).

Estudos mostraram que C. albicans possui mecanismos independentes para capta¢édo
de ferro a partir de diferentes substratos, como siderdforos, quelantes férricos variados e o
grupo heme. Estes diferentes mecanismos de captagdo podem atuar simultaneamente em
uma célula e é provavel que auxiliem a levedura a adaptar-se ao contexto fisiol6gico, no
que se refere a variabilidade nas formas e disponibilidade do ferro (ALMEIDA et al., 2009;
CASSAT; SKAAR, 2013). Somado a isso, C. albicans também é capaz de utilizar o ferro
presente no grupo heme. Essa espécie é capaz de captar a hemoglobina liberada ap6s a lise
dos eritrécitos por meio de receptores de hemoglobina especificos situados na superficie
celular (WEISSMAN; KORNITZER, 2004; WEISSMAN et al., 2008).

Muitos microrganismos patogénicos adquirem o ferro, quando ndo encontrado
de forma livre, indiretamente a partir de compostos que o contenham, como a
hemoglobina. Dessa forma, o patdgeno deve expressar a capacidade de destruir o grupo
heme para obter o ferro elementar. Para isso, alguns microrganismos secretam fatores
hemoliticos com o intuito de obter hemoglobina ou o grupo prostético heme como
fontes de ferro (MANNS et al., 1994; WATANABE et al., 1999; LUO et al., 2001;
2004).

A hemolisina rompe os glébulos vermelhos resultando na liberacao de ferro, um
fator de crescimento importante para microrganismos, especialmente durante a infeccao.
O ferro no crescimento fungico € necessario para 0s processos metabolicos e como um
catalisador para varios processos bioquimicos. A expressdo de uma proteina hemolitica

com capacidades para lisar os glébulos vermelhos, também é sugerida como fator
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essencial para proporcionar uma estratégia aos fungos durante infecgdes oportunistas
(FRANCA, 2014; AKTAS E YIGIT, 2015).

3.3.3.1 Atividade hemolitica de Candida

S&o escassos os dados relativos a atividade hemolitica em leveduras, quando
comparado aos trabalhos descritos para as bactérias. Entre os poucos estudos, destacam-
se os trabalhos com C. albicans, havendo necessidade de informacdes sobre o tema
entre as demais espécies do género. A atividade hemolitica pode desempenhar um papel
importante na infeccdo da corrente sanguinea por Candida, onde os eritrocitos
circulantes sdo expostos diretamente as células de levedura (FAVERO et al., 2014;
FURLANETO Et Al., 2017).

Nas Ultimas décadas, a acdo hemolitica tem sido reconhecida como um novo
fator atribuido a patogenicidade em espécies de Candida, incluindo C. albicans.
Contudo, expresséo desse fator de viruléncia e mecanismos de producéo deste fator por
especies de leveduras tem sido alvo de poucos estudos, limitando a compreensdo acerca
do assunto (MANNS et al., 1994; LUO et al., 2001; ALMEIDA et al., 2009; FAVERO
etal., 2014).

Em 2001, Luo et al.,, demonstraram que diversas espécies de Candida
apresentam atividade hemolitica, entre elas C. tropicalis. Foi relatada atividade
hemolitica variavel entre as diferentes espécies do género, sendo evidenciados dois tipos
distintos de hemolise - completa e incompleta - descritas como hemolise alfa e beta,
respectivamente. Essa nomenclatura foi empregada como referéncia a terminologia
utilizada para hemolisinas alfa e beta de procariotos (BREESE et al., 1970;
CAVALIERI et al., 1984). Posteriormente outros autores relataram atividade hemolitica
para espécies de Candida utilizando metodologia semelhante a descrita por LUO et al.,
(2001) (LINARES et al., 2007; FURLANETO-MAIA et al., 2008; NEGRI et al., 2010;
FRANCA et al., 2010; SACRISTAN et al., 2011).

Malcok et al., (2010) evidenciaram que a presenca de glicose influencia o
potencial hemolitico de diversas espécies do género Candida, sendo observados maiores
indices hemoliticos em cultivos suplementados com esse agucar. A influéncia da glicose
na atividade hemolitica de C. tropicalis também foi demonstrada por Favero et al.,
(2011).
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Favero et al., (2011) estudaram o fator hemolitico produzido por Candida
tropicalis, demonstrando que todos os isolados testados exibiram um anel translucido,
assemelhando-se a beta-hemdlise. Seus resultados obtidos, mesmo que iniciais,
fortaleceram 0 nosso conhecimento sobre o potencial hemolitico por espécies de
Candida.

Rorig et al., (2009) estudando a producéo de fatores de viruléncia em espécies de
Candida, avaliaram, in vitro, a capacidade de crescimento em temperaturas elevadas, a
producdo de enzimas hidroliticas e a atividade hemolitica de 21 cepas clinicas, além de
cepas de referéncia. Somente os isolados de C. parapsilosis e C. albicans apresentaram
atividade hemolitica em seu estudo.

No Parand, Franga et al., (2010) analisaram a hemolise in vitro promovida por
28 isolados clinicos de C. tropicalis provenientes de pacientes internados no Hospital
Universitario de Londrina. Afirmaram que a maioria dos isolados de sangue apresentou
hemdlise fraca, enquanto as classes de hemdlise forte e muito forte foram as
predominantes nos isolados de outras amostras clinicas como urina e secrecao traqueal,
embora ndo tenham sido detectadas diferencas estatisticas (p>0,05).

Trevifio-Rangel et al., (2013) verificaram a producdo de enzimas, entre elas a
hemolisina, de 65 isolados clinicos do complexo C. parapsilosis. Constataram que 67%,
87% e 80% dos isolados de C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis respectivamente produziram hemolisinas. Além de relatarem que a
atividade hemolitica foi significativamente mais abundante em C. orthopsilosis do que
C. parapsilosis sensu stricto.

Negri et al., (2010) avaliaram a produgdo de hemolisinas de 27 isolados
hospitalares de C. albicans. Destes, 19 foram isolados a partir de amostras de pacientes
internados em UTI e oito das méaos de profissionais de saide do mesmo setor. Todos 0s
isolados causadores de infeccdo produziram significativamente mais hemolisina do que
os isolados de colonizacdo. Os autores sugerem que a capacidade de C. albicans em
produzir hemolisinas pode estar associada ao seu potencial patogénico.

Rossoni et al., (2013) compararam a atividade hemolitica entre C. albicans e
espécies ndo-Candida albicans. Utilizaram 50 cepas isoladas da cavidade oral de
pacientes infectados com HIV. Todas as cepas de C. albicans estudadas produziram
hemolisinas. Entre as especies ndo-Candida albicans, 86% apresentaram atividade
hemolitica. Apenas C. guilliermondii e alguns isolados de C. parapsilosis foram

negativos para esta enzima.
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Wan et al., (2015) investigaram se eletrélitos comuns afetavam as hemolisinas
produzidas por espécies de Candida. Foram utilizadas hemolisinas de 25 isolados de
Candida na presenca de trés eletrolitos, CaCl,, NaCl e KCI, em diferentes
concentracdes. E constataram que os eletrélitos testados reduzem a atividade hemolitica
por espécies de Candida, e consequentemente contribuindo para que esses patdgenos
ndo sobrevivam no hospedeiro.

Linares et al., (2007) estudaram a producdo de hemolisinas, na presenca e na
auséncia de CaClz, como fator de viruléncia em 18 cepas de Candida dubliniensis
isoladas de pacientes com AIDS. A atividade hemolitica de C. dubliniensis diminuiu na
presenca de CaCl,. Os autores afirmam que C. dubliniensis parece ser menos virulento
quando comparado a C. albicans. Além do mais, a atividade hemolitica é um fator de
viruléncia pouco estudado e sua importancia requer novos € mais rigorosos estudos.

Em 2013, Favero et al., estudaram a producdo de fator hemolitico por C.
albicans (10), C. tropicalis (13) e C. parapsilosis (8) isolados de pacientes com
candidemia. Ensaio em placa revelaram que a maioria dos isolados de C. albicans e C.
tropicalis produziam atividade hemolitica. Nenhum dos isolados de C. parapsilosis
exibiram hemdlise no ensaio em placa. Avaliaram, também a atividade hemolitica no
caldo sem células, onde C. tropicalis exibiu a maior producéo de fator hemolitico.

Donohue et al., (2006) verificaram a producdo de hemolisina por Aspergillus
niger, quando incubado em &gar sangue de ovelha a 23 e 37°C. A proteina foi purificada
e exposta, in vitro, a células primarias do tecido nervoso o que resultou na rapida perda
da sua viabilidade. Em 2005, Donohue et al., afirmaram que algumas cepas de
Penicillium chrysogenum produzem um tipo de hemolisina quando incubadas em agar
de sangue de ovelha a 37°C, contudo sdo necessarias mais informagfes acerca da
estabilidade dessa proteina e seu potencial para a satide humana.

Berne et al.,, (2002) descreveram duas proteinas hemoliticas, ostreolisina e
aegerolisina que foram purificadas a partir de cogumelos comestiveis Pleurotus
ostreatus e Agrocybe aegerita. Sdo termolabeis e hemoliticas para eritrocitos bovinos a
concentragfes baixas. Ja em 2009, Hui Lv et al., isolaram e caracterizaram uma
hemolisina de P. nebrodensis. A proteina apresentou uma atividade hemolitica notavel
em eritrocitos de coelho e causou efluxo de ions de potassio a partir de eritrécitos.

Na India, Kumar et al., (2009) determinaram a atividade enzimatica de 62
isolados de Candida de pacientes com tuberculose pulmonar (37) e pacientes néo-
tuberculosos (25). Foi possivel identificar a atividade hemolitica em 29,7% para 0s
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isolados dos pacientes com tuberculose pulmonar e em 24% dos isolados de pacientes
ndo-tuberculosos. Seus achados apresentaram bons indices de atividade nos isolados de
C. glabrata, contudo esses dados precisam ser melhor elucidados.

Brilhante et al., (2016) avaliaram a atividade hemolitica de 40 cepas de C.
tropicalis, sendo o fator hemolitico observado em 38 cepas. Ressaltam que C. tropicalis
vem apresentando uma alta atividade hemolitica, bem maior que C. albicans e que pode
estar associado com a viruléncia proeminente desta espécie. E que a atividade
hemolitica contribui para a invaséo e disseminacdo do patégeno.

Riceto et al., (2015) estudaram a producdo, in vitro, de fatores de viruléncia,
como atividade hemolitica de 50 isolados clinicos de Candida, entre eles C. albicans
(15), C. tropicalis (15), C. parapsilosis (10), C. glabrata (5) e C. krusei (5). Destes, 48
(96%) dos isolados apresentaram atividade hemolitica, apresentando o indice hemolitico
moderado foi demonstrado por todos os isolados de C. albicans, C. glabrata e C. krusei,
e por 74% de C. tropicalis e 90% de C. parapsilosis.

Yigit e Aktas (2009) compararam a eficacia de trés meios diferentes, o
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com sangue de ovelha, SDA com sangue humano e
SDA com sangue de coelho, todos enriquecidos com 3% glicose. Um total de 127
isolados de Candida foram avaliados quanto as suas atividades hemoliticas. C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata, C. kefyr e C. krusei demonstraram hemolise total em todos o0s
meios apds 48 horas da inoculacdo. Hemolise parcial foi detectado em espécies de C.
guilliermondii em SDA de sangue de ovelha e SDA de sangue de coelho, enquanto que
C. parapsilosis ndo demonstrou qualquer atividade hemolitica em todos os meios ap6s
48 horas ou mais de incubacdo. Afirmaram que SDA de sangue de ovelha é mais
apropriado para a deteccdo da atividade hemolitica de Candida spp.

Pakshir et al., (2013) avaliaram a atividade hemolitica de espécies de Candida
isoladas de onicomicose e plano oral durante candidiase. Alta atividade hemolitica foi
exibida por 92% dos isolados de candidiase oral e por todos os isolados de C. albicans
oriundos de onicomicoses. Das cepas de C. parapsilosis, apenas 26 produziram alta
atividade hemolitica e as demais apresentaram baixa atividade.

Aktas e Yigit (2015) estudaram a atividade hemolitica de 66 isolados clinicos de
dermatofitos sendo 43 (65,1%) Trichophyton rubrum, 7 (10,7%) T. mentagrophytes, 5
(7,6%) Microsporum canis, 5 (7,6%) T. tonsurans, 4 (6%) Epidermophyton floccosum e
2 (3%) de T. violaceum. Vinte e uma cepas de T. rubrum apresentaram hemolises

parciais e nove cepas de T. rubrum apresentaram hemdlise completa, enquanto que em
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13 cepas de T. rubrum a hemolise foi ausente Quatro cepas de T. mentagrophytes
apresentaram hemolise completa e trés cepas de T. tonsurans apresentaram hemolise
parcial. Entretanto, as espécies de M. canis, E. floccosum e T. violaceum néo
apresentaram atividade hemolitica.

Ziccardi et al., (2015) estudaram diferentes atributos de viruléncia de 43 cepas
de Candida parapsilosis stricto sensu e 10 cepas de C. orthopsilosis. No total, 11
(25.6%) cepas de Candida parapsilosis stricto sensu apresentaram atividade hemolitica,
resultados esses bem melhores que os referentes a C. orthopsilosis, onde apenas 4

(40%) foram boas produtoras de hemolisinas.

2.4 TERAPIA ANTIFUNGICA

Nos ultimos anos, trés principais grupos de antifingicos tém sido utilizados na
pratica clinica para o manejo de infeccBes sistémicas por espécies de Candida: o0s
poliénicos, representados principalmente pela anfotericina B e suas formulagdes lipidicas;
os triazolicos, sendo o principal representante o fluconazol; e as equinocandinas,

representadas pela caspofungina, anidulaungina e micafungina (PAPPAS et al., 2016).

2.4.1 Poliénicos

Os poliénicos pertencem a uma classe de antifingicos naturais produzidos por
espécies de Streptomyces, sendo representado pela nistatina, natamicina e anfotericina B
(Sklenar et al., 2013). Devido ao amplo espectro de acdo (leveduras, fungos filamentosos e
dimorficos) e a sua atividade fungicida, a anfotericina B ainda é considerado o antifungico
de primeira linha para o tratamento de diversas infec¢fes flngicas invasivas em pacientes
hospitalizados (WALSH et al., 2008; PAPPAS et al., 2016).

A anfotericina B se liga de maneira irreversivel ao ergosterol da membrana
citoplasmatica dos fungos, resultando na formacdo de poros e, posteriormente, na lise
celular (ODDS et al., 2003; ANDES, 2003). Embora seja considerado um antifingico com
amplo espectro de atividade, a anfotericina B apresenta alta toxicidade para o hospedeiro. A
nefrotoxicidade é o principal efeito colateral ocasionado pelo uso deste farmaco, fator que
tem limitado sua utilizacéo clinica (MOHR et al., 2005; PASQUALOTTO, 2008; PAPPAS
et al., 2016).

Com o objetivo de diminuir a toxicidade da formulagdo convencional da

anfotericina B (desoxicolato), diversas formulagdes lipidicas deste composto (lipossomal,
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complexo lipidico, dispersdo coloidal, intralipidica e conjugada) encontram-se atualmente
disponiveis para o tratamento de candidiase sistémica, apresentando menor toxicidade
quando comparadas a anfotericina B desoxicolato, sendo que outras formulacdes estdo sob
investigacdo (BOWDEN et al., 2002; WINGARD, 2002; PFALLER et al., 2010).
Entretanto a grande maioria dos hospitais publicos brasileiros, devido ao alto custo das
demais formulacdes, tem a sua disposicdo apenas a anfotericina B desoxicolato para

tratamento das infec¢fes fungicas invasivas.

2.4.2 Triazolicos

Os triazdlicos sdo os antifingicos mais comuns em uso clinico, sdo totalmente
sintéticos e atualmente constituem a maior classe de agentes antifingicos. O mecanismo de
acdo dos triazdlicos se da pela inibicdo da atividade da enzima 14-a-lanosterol-demetilase
(codificada pelo gene ERG11), responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol,
componente fundamental a integridade da membrana celular de células fungicas (ODDS et
al., 2003). Ao contréario da anfotericina B, a atividade dos triaz6licos contra espécies de
Candida é fungistatica (PFALLER et al., 2010).

Entre os triazdlicos, fluconazol e voriconazol sdo 0s Unicos compostos
empregados na terapia das infec¢bes sistémicas por Candida, sendo também
considerada a terapia padrdo para o tratamento de candidiase orofaringea, esoféagica e
vaginal (PAPPAS et al., 2009; CAMPQOY E ADRIO, 2017). O fluconazol também é
ativo contra Cryptococcus neoformans, Histoplasma sp., Blastomyces sp. e
Coccidioides sp. (CAMPOY E ADRIO, 2017). Em ensaios clinicos bem controlados,
fluconazol mostrou uma eficacia comparavel a da anfotericina B desoxicolato para o
tratamento de candidemia, apresentando como vantagem, menores indices de toxicidade
(MALIK et al., 1998).

De forma geral, a resisténcia de espécies de Candida ao fluconazol é
relativamente baixa entre os isolados sistémicos, sobretudo os isolados da corrente
sanguinea, porém a ocorréncia de resisténcia tem aumentado nas Ultimas décadas
(PFALLER; DIEKEMA, 2006; 2007; PFALLER et al., 2010). Em um estudo de revisao
realizado por Pfaller et al., (2007) foram analisados os resultados de testes de
sensibilidade ao fluconazol de 13.338 isoladaos de Candida. Na pesquisa citada, foi

observada que a resistétncia ao fluconazol entre esses isolados era exibida,
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principalmente, por C. glabrata e C. krusei, as quais apresentaram resisténcia em 9% e
40% dos isolados, respectivamente.

Thomaz et al., (2018) demosntraram que a resisténcia a az6is em isolados de C.
parapsilosis estd emergindo nos centros medicos brasileiros, € 0s mecanismos
moleculares envolvidos devem ser monitorados em conjunto com os perfis de
suscetibilidade. Spettel et al., (2019) afirmaram que a aquisicdo de resisténcia ao azol
parece ter causas multifatoriais. As mutacdes no ERG11 parecem desempenhar um
papel apenas em C. albicans. Muta¢gdes homozigotas de ERG3 parecem estar associadas
a CIMs de resisténcia a azois. Ja em C. glabrata, a superexpressdo de bombas de efluxo
é concebivel.

Para resolver os problemas associados a resistencia, uma segunda geragéo de
triazdis foi desenvolvida a partir de modificacdes quimicas introduzidas nas moléculas
do fluconazol e itraconazol. VVoriconazol e Posaconazol foram aprovados pela Food and
Drug Administration (NAGAPPAN E DERESINSKI, 2007; PETRIKKOS E SKIADA,
2007; ZARAGOZA E PEMAN, 2008; GEORGE et al., 2009). Sio considerados
fungicidas e tém um amplo espectro de atividade antifingica contra as diferentes
espécies de Candida, incluindo isolados intrinsicamente resistentes ao fluconazol, como
C. glabrata e C. krusei (JOHNSON; KAUFFMAN, 2003; PFALLER et al., 2006;
SABATELLLI et al., 2006; GUINEA et al., 2008; PFALLER et al., 2010; CAMPOY E
ADRIO, 2017), e ainda cepas de Fusarium, Scedosporium, Zygomycetes e
Cryptococcus neoformans (PEYTON et al., 2015; CAMPOY E ADRIO, 2017).

2.4.3 Equinocandinas

Equinocandinas sdo lipopeptideos semissintéticos com estrutura quimica de
hexapeptideos ciclicos ligados a uma cadeia lateral de acido graxo. As equinocandinas sao
0S mais novos agentes antifungicos, embora foram aprovados para uso clinico ha mais de
uma década, sdo trés a caspofungina, anidulafungina e micafungina (VANDEPUTTE E
FERRARI, 2012). Diferentemente da anfotericina B e dos azolicos, as equinocandinas tém
como alvo a parede celular, inibindo a enzima ligada a sintese de P-(1,3)-D-glucana,
visando especificamente a subunidade FsK1 que leva a ruptura da estrutura das paredes
celulares, resultando na instabilidade osmotica e na morte de células flangicas
(DERESINSKI; STEVENS, 2003; ESTES et al., 2009; CAMPOY E ADRIO, 2017).
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Equinocandinas agem in vitro sobre diversas leveduras e fungos filamentosos,
porém em infecgdes experimentais é relevante somente a sua atividade sobre espécies de
Candida e de Aspergillus, para este Ultimo agente, os representantes desta classe sdo apenas
fungistaticos (DIAKEMA et al., 2002; ESPINEL-INGROFF, 1998; MORACE et al., 2009).
Os efeitos adversos sdéo menos frequentes do que com anfotericina B e a interagdo com
outros medicamentos € menor do que com os farmacos azolicos. Contudo, a administracédo
exclusivamente endovenosa e 0 restrito espectro de acdo limitam o uso clinico das
equinocandinas a infeccbes mais graves por Candida, como nos casos de candidiase

invasiva.

2.4.3.1 Caspofungina

Caspofungina é um farmaco semi-sintético derivado de pneumocandina BO, isolada
do fungo Glarea lozoyensis (MASCHMEYER E GALASMACHER, 2005). Apresenta acao
fungicida sobre diferentes espécies de Candida, incluindo cepas resistentes a fluconazol e
anfotericina B. Cepas de C. guilliermondii tem se apresentado menos sensivel, ja algumas
cepas de C. parapsilosis sofrem agdo apenas fungistatica (ESPINEL-INGROFF, 1998).

A caspofungina inibe a sintese de -(1,3)-D-glucana, um constituinte integral da
parede celular fungica, e tem um mecanismo de acdo distinto de outros antiflngicos,
incluindo polienos, azolicos e 5-Fluorocitosina. Um decréscimo no conteudo de glucana da
parede celular fungica ascende a choque osmotico, vacuolizagdo, lise e morte celular.
Acredita-se que a inibicdo da sintese de glucanas ocorre via inibicdo especifica e ndo
competitiva de B-(1,3)-D-glucana (MAERTENS, 2006; EMRI et al., 2013).

Segundo Arathoon et al., (2002), caspofungina eventualmente pode provocar
reacOes durante a infusdo, pois sua estrutura polipeptidica possibilita o surgimento de
sintomas decorrentes da liberacdo de histamina. Outros efeitos adversos foram observados,
como febre, cefaléia, nduseas, vomitos, eosinofilia e elevacdo de enzimas hepaticas. No
tratamento da candidiase orofaringiana ou esofagica, a caspofungina mostrou eficacia
comparavel a da anfotericina B convencional (ARATHOON et al., 2002) e do fluconazol
(VILLANUEVA et al.,, 2002). O sucesso terapéutico também foi comparavel entre a
anfotericina B convencional e a equinocandina em casos de candidemia e peritonite por
diversas especies de Candida (MORA-DUARTE et al., 2003). A caspofungina tratou com
sucesso a candidemia persistente em recém-nascidos extremamente prematuros as 23 e 24
semanas de idade gestacional (JEON E SIN, 2014).
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2.4.3.2 Anidulafungina

Anidulafungina € um moderno agente antifUngico que, como as outras
equinocandinas, inibe B-(1,3)-glucana sintase (MURDOCH, 2004; EMRI et al., 2013).
Apresenta notavel atividade antifingica contra amplo espectro de espécies de Candida,
incluindo cepas resistentes a anfotericina B e azélicos (GOBERNADO E CANTON, 2008).
Estudos clinicos ndo demonstram diferencas significativas de acdo antifungica entre
anidulafungina e fluconazol, em especial no tratamento de infecgdes invasivas por Candida.
E bem tolerada, e interagbes farmacoldgicas e efeitos adversos sérios nio tém sido
relatados, podendo ser usada em combinagcdo com outros agentes antifungicos e co-
administrada com drogas imunossupressoras. Seus maiores efeitos adversos sdo nausea,
vomito, diarreia moderada, elevacdo transitoria de enzimas hepéticas e dor de cabeca
(GOBERNADO E CANTON, 2008; MENICHETTI, 2009).

Anidulafungina possui meia-vida bastante longa e é lentamente degradada por
peptidases e proteases humanas. Além disso, tem baixo perfil de interacGes farmacoldgicas,
baseado em sua falta de interacdo com o sistema citocromo P450. Assim, ajustes de dose
baseados em idade, género, peso corporal, estado imunoldgico, terapia concomitante ou
insuficiéncia renal ou hepatica ndo sdo necessarios. Sua atividade antifungica, eficacia
clinica, seguranca e caracteristicas farmacocinéticas transformam-na em um apropriado
composto antifngico alternativo para terapia de infec¢fes fungicas invasivas causadas por
leveduras (GOBERNADO E CANTON, 2008; MENICHETT]I, 2009; EMRI et al., 2013).

2.4.3.3 Micafugina

Micafungica foi a terceira equinocandina introduzida no tratamento das infeccGes
fangicas invasivas, principalmente em pacientes imunocomprometidos, recém-nascidos
com baixo peso e pacientes neoplasicos. E um produto semi-sintético produzido por A.
nidulans var. echinulatus e seu mecanismo de acdo € comparado ao da anfotericina B
lipossomal e demais equinocandinas, o qual apresenta amplo espectro de atividade contra
isolados clinicamente relevantes de Candida spp. (incluindo isolados de Candida
glabrata resistentes a fluconazol), demonstrando baixa toxicidade e alta taxa de
eliminacdo (VASQUEZ E SOBEL, 2006; INFANTE-LOPEZ E ROJO-CORNEJO, 2009;
QUINDOS et al., 2009; DUPONT, 2010).

A micafungina apresenta atividade fugicida tanto in vitro como in vivo contra

muitas cepas de Candida e atividade fungistatica contra Aspergillus spp. Micafungina e
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anidulafungina foram licenciados para o tratamento de candidiase invasiva e candidiase
esofagica (AREVALDO et al., 2003), além disso, a micafungina foi aprovada para o
tratamento da candidiase invasiva em criangas (incluindo neonatos) e adolescentes (<16
anos de idade) e como profilaxia contra infeccbes por Candida em pacientes
neutropenicos (SCOTT, 2017).

Recentes estudos pediatricos com recém-nascidos com candidiase invasiva
comprovada, mostrou que a micafungina foi eficaz e bem tolerada durante o tratamento
(SCOTT, 2017). Outros estudos, dessa vez em modelos animais, demonstram
tratamento bem-sucedido, em biofilmes formados por Candida, com a administracédo de
micafungina como solugdo de bloqueio e terapia sistémica (WALSH et al., 2015).
Assim, a micafungina continua a ser uma opcdo importante para a profilaxia e

tratamento de infec¢des invasivas por Candida em doentes pediatricos e adultos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS CLINICAS

As coletas foram realizadas, durante o periodo de fevereiro a novembro de 2016,
em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva de acordo com solicitacdo
médica. Nos casos de coletas de sangue, trés amostras de sangue venoso foram coletadas
em dias consecutivos, assepticamente por punc¢do venosa em tubos Vacutainer® com
EDTA e posteriormente, acondicionadas em tubos contendo meio Brain Heart Infusion
(BHI); fragmentos de tecidos procedentes de bidpsia, liquido cefalorraquidiano e outros
materiais bioldgicos foram coletados por profissionais competentes a fim de ser realizado

o diagndstico laboratorial micoldgico.

3.2 DIAGNOSTICO MICOLOGICO

Apbs a obtencdo das amostras, foram preparadas laminas a fresco sem adicéo de
corante ou clarificante e, quando necessario, coradas com Giemsa ou contrastada com
tinta Nankin a depender do material bioldgico. Concomitantemente, o material coletado
das amostras clinicas foi semeado em duplicata na superficie do meio &gar Sabouraud
Dextrose (DIFCO) adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri,
mantidas a temperatura de 30 °C e 37 °C por até 15 dias. Ap6s o surgimento das colénias,

estas foram purificadas e identificadas.

3.3 PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Foram colocados fragmentos da colénia em agua destilada esterilizada
adicionada de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensdo 0,2 mL foram semeados por
esgotamento na superficie do meio agar Sabouraud Dextrose com antibidtico contido
em placas de Petri. Posteriormente, as col6nias foram repicadas para tubos de ensaio
contendo meio especifico, para posterior identificacdo. Apds obtencdo das culturas
puras, estas foram identificadas através dos metodos classicos de identificacdo, como
caracteristicas  macroscopicas,  microscopicas, fisiologicas e  bioguimicas
(KURTZMAN; FELL, 1998; BARNNET et al.,, 2000; HOOG; GUARRO, 2000); e

métodos moleculares, bem como espectrometria de massa (PUTIGNANI et al., 2010;
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VEEN et al., 2010) e analise do DNA (GOES-NETO et al., 2005; WHITE et al., 1990;
VILGALYS; HESTER 1990).

3.3.1 Identificacdo morfo-fisioldgica

Morfologia das células vegetativas crescidas em meio liquido e solido - a
forma das células vegetativas como critério taxondmico foram verificadas através de
laminas contendo fragmentos da cultura (crecimento em meio 4gar Sabouraud Dextrose)
corados com azul de Aman (lactofenol blue) e observadas quanto as diferentes
morfologias (esferoidais, subglobulosa, elipsoidal, ovdide, cilindrica, botuliforme,
alongada, apiculada, ogival ou lunata) (LODDER, 1970).

Formacao de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporo - para verificar
a formacdo de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporos foram realizadas
culturas em placa de acordo com a técnica de Dalmau (1929), na qual 3mL de Agar-fuba
(CornMeal agar) seré depositado em lamina contida sobre um suporte de vidro em forma
de U dentro de uma placa de Petri. Apds solidificacdo do meio, a levedura foi semeada
com auxilio de uma agulha em “L”, fazendo-se duas estrias paralelas, as quais foram
recobertas com laminula esterilizada. Para evitar a dessecacdo do meio, o procedimento
foi realizado em camara Umida, acrescentando-se 2mL de agua destilada esterilizada na
placa durante o periodo de incubacdo do teste. A visualizacdo das estruturas através de
microscopia foi feita apds 24h, 48h e 72h (LODDER, 1970).

Crescimento em meio solido - as amostras foram cultivadas em agar malte e
apos 3 dias de incubacdo a 28°C, a textura da colbnia foi analisada (mucdide, friavel,
coesa, butirosa ou seca) (LODDER, 1970; BARNETT et al., 2000).

Caracteristicas dos ascos e ascosporos - as amostras foram cultivadas em agar Gorodkowa
a 28°C por 15 dias. Ao fim deste periodo foi avaliada a producéo de ascos e ascOsporos,
bem como suas caracteristicas taxondmicas (BARNETT et al., 2000).

Fermentacdo de fontes de carbono (Zimograma) - para a realizagdo do teste,
tubos longos de 150 por 12mm, contendo tubos menores de Durham invertidos de 50mm
x 6mm foram preenchidos com solucéo de extrato de malte a 0,5% acrescida das fontes
de carbono a serem testadas na concentracdo de 4%. Em seguida, foi adicionado 100uL
da suspensdo de leveduras ajustada de acordo com a escala 0,5% de MacFarland. Os
tubos foram incubados a 25°C por 10 dias e observados diariamente para verificar a
producdo de dioxido de carbono (BARNETT et al., 2000).
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Assimilacdo de fontes de carbono (Auxonograma) - para o teste, foram
realizadas suspens@es de cada espécie de levedura em agua com extrato de levedura (YE)
de acordo com a escala 0,5 de MacFarland. Em seguida, foi realizado pour plate em meio
isento de carboidratos. Apos solidificacdo, foram adicionadas fontes de carbono e o meio
foi incubado a 28°C por trés dias, sendo realizada leitura diaria para verificar em quais
fontes de carbono houve crescimento da levedura, caracterizando a sua capacidade
assimilativa de acordo com BARNETT et al., 2000.

Utilizacdo oxidativa de fontes de nitrogénio - foi realizada suspensdo do
microrganismo em agua com extrato de levedura de acordo com a escala 0,5 de
MacFarland e em seguida, foi realizado pour plate em meio isento de fontes de
nitrogénio. Apos solidificacdo, foram adicionadas fontes de nitrogénio e o meio incubado
a 28°C por trés dias, com observacdes diarias para verificar em quais fontes houve
crescimento da levedura (BARNETT et al., 2000).

Crescimento a elevadas temperaturas - as leveduras foram avaliadas quanto ao
crescimento em diferentes temperaturas. Para isto, as amostras foram semeadas em placas
contendo meio agar malte e posteriormente incubadas a 30°C, 37°C, 40°C, 42°C e 45°C
segundo Lodder (1970) e Barnett et al. (2000).

Hidrdlise da Ureia - as amostras com até 48h de crescimento foram semeadas em
meio Caldo Uréia R/ DIFCO e incubadas a 37°C. Os tubos foram examinados a cada meia
hora por até quatro horas a fim de verificar a mudanca de cor (amarelo para vermelho),
indicando producéo de uréase (BARNETT et al., 2000; LACAZ et al., 2002).

3.3.2 Identificacdo proteémica por MALDI-TOF MS

Os isolados foram submetidos a analise direta por espectrometria de massa
(MALDI-TOF; MALDI Autoflex, BrukerDaltonics, Bremen, Germany). O cultivo e
manutengdo dos isolados foram em meio de cultura Dextrose Peptona Extrato de
Levedura (YEPD). Para padronizacdo células da bactéria Escherichia coli, foram
utilizadas como calibrante, cultivadas e mantidas em meio agar Luria-Bertani (LB),
ainda, foi cultivado em YEPD e incorporado nas anélises Trichophyton rubrum controle
externo. Durante o procedimento as incubacdes foram padronizadas em 20h e as
linhagens se desenvolverdo aerobicamente a 37°C. Todas as culturas foram analisadas
antes do uso quanto a pureza e foram novamente repicadas pelo menos uma vez antes
da andlise pelo MALDI TOF MS (PUTIGNANI et al., 2010; VEEN et al., 2010).



NUNES, M. Candidiase Sistémica em Pacientes de Unidades de Terapia... 44

A partir do cultivo celular, foi realizado o procedimento de extragdo proteica.
Onde foi adicionado 300 pL de agua em cada microtubo (1,5mL) e transferido uma
aliquota do microrganismo para o tubo, seguida de agitacdo por vértex. Foi adicionado
900 pL de Etanol e agitado por vortex completamente, em seguida as amostras foram
centrifugadas a 6000 rpm por 5 minutos. Todo o excesso de etanol foi removido e foi
adicionado 50uL de acido férmico a 70% e homogeneizado, logo em seguida foi adicionado 50
pL de acetonitrila a 100% e foi agitado vortex completamente. A amostra foi centrifugada a
6000 rpm por 5min e partir dai, 1 uL do sobrenadante foi colocado sobre os 48 anéis da
placa de aco; ap0s secagem rapida, foi adicionado 1 uL de matriz-composto organico
capaz de absorver radiacdo na regido do espectro onde o laser opera (75mg/mL de acido
a-ciano-4-hidroxicinamico-CHCA em etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de
acido trifluoroacético-TFA) e deixado secar a temperatura ambiente. As amostras foram
cristalizadas em temperatura ambiente (20 £ 2 °C) e transferidas em duplicata para
testar a reprodutibilidade do isolado. Durante as analises todas as solugbes foram
preparadas e estocadas a +5 °C (Putignani et al., 2010; Veen et al., 2010). Os espectros
para determinacdo do perfil protéico dos isolados foram obtidos através de um laser de
nitrogénio (337 nm), onde a intensidade do laser foi ajustada ligeiramente acima do
limiar para a producéo de ions. E. coli DH5a com conhecidos valores de massa das
proteinas ribossomais foi usada para calibracdo. A variacdo de massa entre 2.000 a
20.000 Da foi registrado usando modo linear com pulso de 104 ns em uma voltagem de
+20 kV. Espectros finais foram gerados através da soma de 20 tiros de laser acumulados
por perfil e 50 perfis produzidos por amostra, levando a um total de 10.800 disparos de
laser somados por espectro. A lista de picos obtidos foi exportada ao software
Biotyper™ (Biotyper system, versdo 3.0) onde as identificagbes finais foram
alcancadas. Identificacdo através do software Biotyper™ foi baseada apenas na
presenca ou auséncia de cada pico no espectro (PUTIGNANI et al., 2010; VEEN et al.,
2010).

3.3.3 Identificacdo molecular através do DNA

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas cultivadas em Agar
Sabouraud Dextrose contido em tubos de ensaio, mantidos a 28°C por até cinco dias.
Todo micélio foi retirado do tubo de ensaio com o auxilio de uma alca de platina, sendo

0 material transferido para microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de 0,59
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de contas de vidro (glass beads) com dois diametros diferentes na propor¢édo de 1:1
(acid-washed, 150-212pum and 425-600um; Sigma, U.S. sieve). O material foi triturado
por agitacdo em alta velocidade em FastPrep®.

A extracdo do DNA gendmico foi realizada, com o material previamente
triturado, conforme Goes-Neto et al.,, (2005), que inclui uma lavagem com
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e posterior homogeneizacdo do material em
tampdo CTAB 2%, além de precipitacdo em isopropanol, lavagem em etanol 70% e
ressuspensao em 50 pL de dgua ultrapura.

Para amplificacdo da regido ITS foram utilizados os primers ITS1 e ITS4
(WHITE et al., 1990) e LROR e LR5 (VILGALYS; HESTER 1990), respectivamente.
Os parametros para amplificacdo e as concentragdes dos reagentes (ANTPs, cloreto de
magnésio, Tag DNA polimerase e tampdo de reacdo) serdo 0s mesmos descritos por
Kaliyaperumal & Kalaichelvan (2008). Controles negativos, contendo todos o0s
componentes exceto DNA, serdo utilizados em cada procedimento para detectar
possiveis contaminacdes. Os produtos das extracdes de DNA e das reagbes de PCR
(5uL) foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1% corados com
GelRed, e visualizado sob luz UV.

Os produtos de amplificacdo foram purificados com o “PureLink PCR
Purification Kit” (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante, ¢ encaminhados
para sequenciamento na Plataforma de Sequenciamento de DNA no Centro de
Biociéncias da UFPE. Apo0s esta etapa, buscas utilizando as sequéncias obtidas foram
realizadas via BLASTn e MOLE-BLAST, de sequencias de ITS e LSU do DNAr
similares, depositadas no banco de dados GenBank do NCBI. Identidades variando de
98-100% via BLASTnN foram utilizadas como padrdo para confirmacdo das identidades
da amostra utilizadas com base em sequéncias de culturas tipo e/ou amostras de

referéncia.

3.4 TESTE DE ADERENCIA AS CELULAS EPITELIAIS

Os testes de aderéncia foram baseados em Kimura e Pearsall (1978) e Sobel et
al. (1981). Células epiteliais foram obtidas da cavidade bucal de doador jovem,
clinicamente isento de caries. Em todas as etapas relacionadas a este ensaio foi utilizado
o0 tampéo fosfato (PBS) como descrito em Villela et al. (1973). As suspens0es celulares

obtidas foram mantidas sob refrigeracdo, a fim de evitar alterac6es celulares.
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Os isolados de Candida foram crescidos “overnight” em meio NGY (neopeptona
1g/L; dextrose 4g/L; yeast extract 1g/L) e mantidos a temperatura de 35°C. Em seguida,
as celulas de leveduras foram lavadas com 2ml de PBS por trés centrifugacfes seguidas
a 1580 rpm por 10 minutos e resuspendidas para uma concentracio final de 5x10°
cels/mL. As amostras de células epiteliais bucais humanas foram coletadas com auxilio
de swab estéril friccionado por 2 min na cavidade oral e transferidos para tubos Falcon
contendo 5 mL de PBS, centrifugadas trés vezes e resuspendidas para uma concentracéo
final de 5x10°cels/mL. Anterior aos ensaios, as células de leveduras e as células
epiteliais foram examinadas quanto a viabilidade e integridade para avaliacdo de
possiveis alteragdes. Os dois tipos de células foram misturados (1:1) e em seguida,
incubados a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm, por 2h. As células foram fixadas em
formalina 10% e em seguida foi realizada a microscopia, através de preparacdo de
laminas coradas com azul de metileno.

Os resultados foram expressos pela média aritmética de dez campos observados
(VILLELA et al., 1973) onde foram avaliadas 100 células epiteliais com relacdo a
percentagem de sua area superficial aderidas pelas leveduras e graduada como forte
aderéncia (++) para adesao entre 50% a 100% da area de superficie, fraca aderéncia (+)
para adesdo até 49% e sem aderéncia visivel (-). Todos os ensaios foram desenvolvidos

em triplicata para cada isolado.

3.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILMES

Ensaio qualitativo do biofilme: a avaliacdo da capacidade de formacéo de biofilme foi
realizada utilizando o método visual descrito por Pfaller et al., (1995). Os isolados
foram semeados no meio agar Sabouraud contido em placas de Petri e mantidas a 35°C
por 24 horas. Posteriormente, foi realizada uma suspensdo em salina com concentragdo
final de 10° UFC/mL. Desta suspensdo, 20ul foram inoculados em 180ul de caldo
Sabouraud contido nos pogos das microplacas, as quais foram mantidas a 35°C por 24h
sem agitacdo. Em seguida, o conteudo foi aspirado e os pocos lavados com &gua
destilada e sobre estes, adicionado o corante safranina para realizagcdo de avaliacdo de
acordo com a intensidade da coloracdo. Os parametros utilizados para interpretacdo
foram: fraca coloracdo, foram lidos como (+); coloragdo mediana (++) e fortemente

corados (+++) representando atividade fraca, moderada e forte, respectivamente.
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Ensaio quantitativo do biofilme: o método para a producéo de biofilme foi realizado de
acordo com o protocolo de Melo et al. (2011), com algumas modificacGes. As leveduras
foram cultivadas em Sabouraud Dextrose durante 24h a 35°C. Apds crescimento, 0
indculo foi padronizado em 3 mL de solucéo salina, sendo a turbidez comparavel ao
padrdo da escala 4 de MacFarland. Aliquotas de 20 puL foram transferidas para a placa
de poliestireno contendo 180 pL de caldo Sabouraud suplementado com 8% de glicose.
Apos 24h de incubagdo a 35°C, foram removidas células plancténicas utilizando uma
pipeta Pasteur. Cada poco foi lavado duas vezes com 200 pL de PBS para remover as
leveduras fracamente aderidas. As placas secaram em estufa por 20 minutos a 35°C e
posteriormente, foram adicionados 110 pL de cristal violeta a 0,4% em cada pogo e
deixados durante 45 minutos, logo apds, as placas foram lavadas trés vezes com 200 uL
de com agua Milli-Q esterilizada. Em seguida, foi adicionado 200 pL de etanol em cada
poco, por 45 minutos, para descolorir o biofilme. Em seguida, 100 pL do contetdo de
cada poco foi transferido para uma nova placa e a quantificacdo de biofilme foi medida
através da absorbancia com espectrofotometro a 595 nm. Cada cepa foi testada em
triplicata e a quantificacdo da producdo de biofilme foi definida pela média aritmética

da absorbancia dos pocos.

3.6 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

O método utilizado seguiu as condi¢bes descritas nos documentos M27-A3 e
M27-S4 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; 2012). Para controle
de qualidade dos ensaios, linhagens do American Type Culture Collection (ATCC),
recomendadas pelo protocolo padrdo foram incluidas, como a cepa Candida
parapsilosis ATCC® 22019.

Os agentes antifungicos utilizados foram: Fluconazol (Pfizer), Anfotericina B
(UnitedMedical), Caposfungina (Merck), Anidulafungina (Pfizer) e Micafungina
(Astellas). Concentraces diferentes destes antifingicos foram preparadas nos intervalos
de 0,03 a 16 pg/mL para Anfotericina B, Caposfungina, Anidulafungina e Micafungina
e 64 — 0,125 pg/ml para Fluconazol.

O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-
glutamina e sem bicarbonato de sdédio e tamponado com é&cido 3-(N-morfolino)

propanosulfénico (MOPS; Sigma-Aldrich) a concentracdo final de 0,165 mol.L-1 e pH
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7,0. O meio de cultura foi esterilizado por filtragdo a vacuo em membranas de 0,22 pm
(Millipore, Darmstadt, Alemanha).

A partir do cultivo em Sabouraud Dextrose Agar (SDA) de 24 horas da levedura
a ser testada, foi preparado um inoculo inicial em 5mL de solucéo salina a 0,145mol/L
(8,5g/L NaCl; salina a 0,85%) esterilizada e sua densidade foi ajustada de acordo com a
escala 0.5 de MacFarland ou com transmitancia de 90% determinada por
espectrofotometria, utilizando 530 nm como comprimento de onda. Esse procedimento
fornece uma concentracio padrdo de levedura contendo 1x10°% a 5x10° células/mL,
seguida de diluicdo de 1:100 e posteriormente de uma diluicdo de 1:20 da suspensdo
padrdo com meio RPMI 1640, resultando numa concentracédo final de 5,0 x 102 a 2,5 x
103,

Para a realizacdo do ensaio, foram utilizadas placas de microtitulacdo planas de
96 pocos com tampas (TPP; Trasadingen, Suica). O indculo foi adicionado aos pocos
com as drogas a serem testadas e as placas foram incubadas a 35 °C por 24 e 48 horas, a
depender da droga testada, a fim de determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM). Para a anfotericina B, considerou-se a CIM o poco que exibisse 100% de
inibicdo no crescimento, para as equinocandinas a CIM foi 0 poco com 80% de inibicao
quando comparado ao controle positivo. Para fluconazol a CIM foi 0 po¢o com 50% de
inibicdo quando comparado ao controle positivo. Os “breakpoints” sdo espécie-

especificos e foram definidos com base no protocolo.

3.7 AVALIACAO DA CAPACIDADE HEMOLITICA DE Candida spp.

Atividade Hemolitica em placa de ensaio: o método para avaliagdo da atividade
hemolitica foi realizado de acordo com os protocolos de Luo et al. (2001) e Favero et al.
(2011), com algumas modificagfes. Os isolados foram pré-cultivados em meio liquido
RPMI 1640 e incubados a 37 °C durante 18h. As culturas foram centrifugadas e lavadas
com agua destilada esterilizada. Uma quantidade de 2uL de suspensdo numa
concentragdo de 2x10° células de leveduras foi inoculada no meio agar Sabouraud
Dextrose enriquecido com glicose a 3%, o qual foi preparado por adi¢cdo de 7mL de
sangue de carneiro fresco para cada 100ml de agar Sabouraud.

As placas foram incubadas a 37 °C durante 48h. A presenca de um halo
translicido esverdeado ao redor do inoculo indica atividade hemolitica positiva. As

medi¢des dos halos foram avaliadas como (-) para nenhuma atividade, (+) para uma



NUNES, M. Candidiase Sistémica em Pacientes de Unidades de Terapia... 49

atividade fraca (com halo <1.0mm), e (++) para atividade leve (com halo de 1-1.49mm),
e (+++) para atividade forte (zona de halo >1.5mm). Este experimento foi conduzido em
triplicata e os resultados foram representados por valores médios. Além disso, cepas
padrdo, C. albicans ATCC 90028 e C. parapsilosis ATCC 22019, que induz hemdlise

completa e parcial, respectivamente, foram utilizadas como controles positivos.

Atividade Hemolitica em meio liquido: o método para avaliacdo da atividade hemolitica
em meio liquido foi realizado de acordo com o protocolo de Favero et al. (2011), com
algumas maodificagdes. Os isolados foram cultivados no meio Sabouraud Dextrose
liquido a 37 °C durante 18h. As culturas foram colhidas e lavadas com tampédo PBS
esterilizado por centrifugacdo. Uma suspensdo de leveduras (5 mL) com concentracdo
de 10%células/mL foi inoculada em 25 mL de meio liquido RPMI 1640 e incubada a 37
°C durante 48 horas a 120 rpm. Apds o crescimento, as células foram separadas por
centrifugacdo a 15009 durante 15 min. Os sobrenadantes obtidos foram armazenamento
a -20 °C. O sobrenadante da cultura anteriormente preparado foi testado com uma
preparacio de células sanguineas vermelhas (CSV) numa concentracdo de 1x108
células/mL, misturados numa proporc¢édo de 1:1 (v/v) e incubados a 37°C durante 15h.
Apobs a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 1000g durante 2 min. A
absorbancia do sobrenadante foi determinada a 405nm por espectrofotometria. A
hemolise foi entdo calculada de acordo com a equacdo: Hemdlise (%) = 100-[(Ap-
As)/(Ap-Ac) x 100)]; onde Ap, As e Ac foram a absorbancia do controle positivo, da
amostra de teste e do controle negativo, respectivamente. O controle positivo foi
composto por CSV lisadas com SDS a 0,6%, e o controle negativo foi o CSV com
RPMI numa proporcédo de 1:1 (v/v). Estes testes foram conduzidos em triplicata, em

ocasifes separadas.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Teste de Tukey foi utilizado para calcular a diferenca na capacidade de formacéo
do biofilme e de atividades hemoliticas entre as espécies de Candida isoladas. Em todos
os testes de P<0.05 foi considerado significativo. Os dados foram apresentados como

médias com erro padrdo, realizados pelo software Past3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 COLETA DE AMOSTRAS DE PACIENTES INTERNADOS EM UTI E
DIAGNOSTICO LABORATORIAL MICOLOGICO

Foram coletadas 150 amostras oriundas de 137 pacientes internados na Unidade
de Terapia Intensiva do Hospital das Clinicas de Pernambuco e de abril/16 a fevereiro/17
foram coletadas 221 amostras de 201 pacientes internados na Unidade de Terapia
Intensiva do Hospital Agamenon Magalhdes, ambos hospitais situados no municipio de
Recife/PE. Foram isolados, de ambas unidades, um total de 52 cepas de leveduras agentes
etiologicos de infeccBes fungicas sistémicas.

Na maioria dos casos, as amostras foram de sangue venoso e dessa forma, foram
coletadas trés amostras assepticamente por puncdo em dias consecutivos. Tais amostras
foram acondicionadas em tubos contendo meio Brain Heart Infusion-BHI. Diretrizes
publicadas ndo indicam claramente quando as hemoculturas devem ser ordenadas
(BARON et al.,, 2013). Contudo, sdo comumente coletadas quando os pacientes
apresentam febre, calafrios, leucocitose, chogue séptico, ou antes do inicio do tratamento
antimicrobiano em pacientes criticamente doentes. Apesar de grandes progressos terem
sido feitos para melhorar o diagnostico e a identificacdo de microrganismos, a
hemocultura continua sendo a ferramenta de primeira linha para a deteccdo de infeccdes
da corrente sanguinea (LAMY et al., 2016). Neste estudo também se utilizou outras
amostras, como outros fluidos biol6gicos que ndo fossem sangue e fragmentos de tecidos,
estes foram devidamente acondicionados em frascos esterilizados e encaminhados para
diagndstico laboratorial micolégico. Sidrim et al., (2004) afirmaram que para a realizacéo
de um correto diagnostico laboratorial a colheita dos espécimes clinicos deve ser feita de
forma adequada para ndo ocasionar resultados falsos.

Para realizacdo do diagnostico laboratorial micolégico, todas as amostras
biolégicas coletadas foram devidamente encaminhadas ao Laboratério de Micologia
Médica Sylvio Campos da Universidade Federal de Pernambuco onde foi realizado
exame microscopico direto, quando possivel e necesséario, e cultura. Ao exame
microscopico direto, laminas a fresco, clarificadas, coradas ou contrastadas a depender do
especime clinico, evidenciaram a presenca de estruturas fungicas em parasitismo
caracterizando doenga. Concomitantemente, as amostras semeadas na superficie do meio

agar Sabouraud Dextrose suplementado de cloranfenicol (50 mg/L), mantidas a
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temperatura de 30 °C e 37 °C por até 15 dias apresentaram desenvolvimento de coldnias
claras de tons de branco a bege, consisténcia cremosa, caracteristicas essas tipica de
leveduras. Em seguida os isolados foram purificados e seguiram para identificacdo a nivel

de espécie.

4.2 ABORDAGEM POLIFASICA PARA CARACTERIZACAO TAXONOMICA
DOS ISOLADOS CLINICOS

Todos os isolados foram identificados (Tabela 1A e 1B) inicialmente através
do semeio em CHROMagar Candida, em seguida foi realizada a assimilacdo de fontes
de carbono por meio de automacéo através do VITEK® e BD Phoenix, a depender da
Unidade Hospitalar, e posteriormente realizadas analises protebmicas por
espectrometria de massas através do MALDI-TOF, além de ensaios de biologia
molecular através de analises da regido LSU do rDNA flngico para confirmacdo da
identificacéo.

O CHROMagar™ Candida (Difco, Franca), € um meio solido diferencial para
identificacdo de espécies de Candida e tem sido util, particularmente, na identificacdo
presuntiva de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei em cultura primaria de espécimes
clinicos. Somado a isso, é possivel detectar coinfeccdo com diferentes espécies de
Candida em placas de cultura priméria e isso tem importancia no manejo terapéutico da
infeccdo (FURLANETO-MAIA ET AL., 2007; SILVA et al., 2012).

Assim como este trabalho, Karabigak et al., (2015), defendem uma identificacdo
precisa e rapida de isolados de leveduras. Tal pratica tem se tornado importante nos
ultimos anos com finalidade de uma terapia antifungica especifica. Na rotina
laboratorial micologica, a identificagdo de leveduras é frequentemente realizada baseada
em propriedades bioquimicas e fisiologicas e raramente de acordo com as caracteristicas
morfolégicas. Contudo, sabe-se que os meétodos fenotipicos tém suas limitacbes e
podem ndo identificar ou identificar erroneamente algumas espécies do género Candida,
isso € devido a similaridade fisiologicas entre algumas espécies (MARCOS E PINCUS,
2013).

Nos dias atuais, em meio ao surgimento de cepas emergentes, enxergamos a
necessidade de uma abordagem multipla de identificacdo. Isso € devido a falta de
uniformidade e confiabilidade comum a todas as praticas de identificacdo microbiana.

Surajit et al., (2014) defendem avangos de técnicas Uteis, levando em conta anélise de
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genes, por exemplo. Asadzadeh et al., (2018) afirmam que o método de PCR em tempo
real baseado em analise do ponto de fusdo é uma ferramenta molecular simples, rapida e
precisa na diferenciacdo entre espécies de Candida, sobretudo entre cepas de C.
albicans e C. dubliniensis sem depender de outros testes.

Sabemos que métodos moleculares sdo capazes de identificar as leveduras ao
nivel da espécie, contudo sdo técnicas bem exigentes, podendo ser demoradas e
onerosas, e nem sempre estdo disponiveis em laboratérios de diagnostico
microbiologico (MARCOS E PINCUS, 2013; ROBERTS et al., 2016). Outras técnicas
como o0 MALDI-TOF MS vém sendo inserida no laboratorio de microbiologia e pode
significar uma mudanca radical na precisao de identificacdo, reduzindo o tempo e custo.
Bem como esta, outras pesquisas afirmam que MALDI-TOF-MS superou a capacidade
de diagndstico dos métodos fenotipicos, reduzindo o atraso dos resultados e dando uma
identificacdo precisa a nivel de espécie (VAN VEEN et al., 2010; MARINEZ-LAMAS
etal., 2011; SOW et al., 2015).

E interessante destacar que apesar de serem conhecidas mais de 160 espécies de
Candida, aproximadamente quinze sdo reconhecidas como patdgenos humanos. Em
nosso estudo foi possivel isolar cepas de Candida tropicalis, C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis stricto senso, C. orthopsilosis e C. norvegensis.

Esta pesquisa corrobora os dados apresentados nos ultimos anos, nos quais tem
se observado um aumento na frequéncia de infeccbes sistémicas por espécies de
Candida ndo-Candida albicans. A epidemiologia e distribui¢do dos agentes etiologicos
de infeccOes fungicas relacionadas a assisténcia a salde apresentam variacGes a cada
regido (YANG et al., 2014). Através dessas abordagens multiplas, foram identificados
todos os 52 isolados obtidos a partir de amostras bioldgicas de pacientes internado em
UTI. 46 cepas pertencentes ao género Candida e seis cepas pertencentes ao género

Cryptococcus (Figura 1).
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Figura 1 - Espécies identificadas a partir de amostras clinicas de pacientes com
leveduroses sistémicas internados em Unidades de Terapia Intensiva.
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Pappas et al., (2018) ratificaram que existe uma variabilidade geogréafica
substancial na prevaléncia de Candida spp. e que C. albicans continua sendo a espécie
mais prevalente causando doencas em populac@es adultas e pediatricas. Contudo, dados
publicados nas Gltimas décadas mostram uma diferenca epidemioldgica significativa no
diagndstico de candidiase invasiva por espécies ndo-Candida albicans em ambos 0s
grupos. Em nossos dados, a prevaléncia de C. tropicalis pode ser justificada pelo uso
especifico de um antifingico, bem como surtos clonais, possiveis em ambientes
hospitalares.

Na América do Norte, Xiao et al., (2014) afirmaram que a a espécie mais isolada
é C. albicans seguida de C. glabrata. J4 na América Latina, Europa e Asia as espécies mais
isoladas sdo C. tropicalis e C. parapsilosis. Nossos resultados corroboram os dados
obtidos na Ameérica Latina, onde C. tropicalis é a espécie mais presente. A verdade é
que, as leveduras do género Candida continuam sendo os principais agentes etiologicos
nas infeccBes fngicas em hospitais de todo o0 mundo.

Assim como no presente estudo, Farooqi et al., (2013) relataram a alta incidéncia
de C. tropicalis nos casos de candidiase sistémica em adultos. Estes autores afirmaram,
também, que a idade dos pacientes é o principal fator para o acometimento da doenca.
Diferente deste estudo, em 2016, Sutcu e seus colaboradores identificaram Candida
albicans como a espécie mais incidente em casos de candidiase sistémica.

Posteriormente, em 2017, Trouvé el al., coletaram dados de 30 hospitais na
Bélgica e afirmaram que C. albicans foi isolada em mais da metade dos casos, seguido
por C. glabrata. Esses resultados diferem da nossa pesquisa, bem como dos dados da

rede de pesquisa em micoses invasivas da América Latina, as quais apontam como
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espeécies prevalentes C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata (Colombo
et al., 2006; Nucci et al., 2013).

Em nosso estudo foi identificada oito cepas do complexo C. parapsilosis, sendo
duas cepas de C. orthopsilosis e as demais cepas de C. parapsilosis stricto sensu. Em
2015, Ziccardi et al., avaliaram a prevaléncia deste complexo de espécies em casos de
candidiase sistémica no Brasil em dez anos de estudos, corroborando esta pesquisa,
verificaram que a maioria das cepas deste complexo sdo espécies de C. parapsilosis

stricto sensu.
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Tabela 1A - Identificacdo dos isolados clinicos de leveduras isoladas de pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva do Hospital das

Clinicas/UFPE.

ISOLADO MATERIAL BIOLOGICO CHROMagar Candida VITEK MALDI-TOF MS BIOMOL
HC 01 Sangue NI NI C. glabrata C. glabrata
HC 02 Sangue NI Candida glabrata C. glabrata C. glabrata
HC 03 LBA C. tropicalis Cryptococcus laurentii C. tropicalis C. tropicalis
HC 04 Sangue NI Candida albicans C. parapsilosis C. parapsilosis
HC 05 Urina NI Candida glabrata C. glabrata C. glabrata
HC 06 Sangue NI Cryptococcus laurentii C. orthopsilosis C. orthopsilosis
HC 07 LBA NI Candida norvegensis C. norvegensis Pichia norvegensis
HC 08 Urina Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HC 09 LCR NI Cryptococcus neoformans C. neoformans C. neoformans
HC 10 Urina Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HC 11 Sangue Candida tropicalis Candida parapsilosis C. tropicalis C. tropicalis
HC 12 Sangue Candida albicans NI C. albicans C. albicans
HC 13 Sangue NI Candida glabrata C. neoformans C. neoformans
HC 14 Sangue NI Cryptococcus laurentii C. neoformans C. neoformans
HC 15 Sangue NI Candida glabrata C. glabrata C. glabrata
HC 16 Sangue Candida tropicalis NI C. tropicalis C. tropicalis
HC 17 Sangue Candida albicans Cryptococcus neoformans C. albicans C. albicans
HC 18 Urina Candida albicans Candida parapsilosis C. albicans C. albicans
HC 19 Sangue NI Candida tropicalis C. neoformans C. neoformans
HC 20 Urina NI Candida tropicalis C. glabrata C. glabrata
HC 21 Sangue NI Candida albicans C. orthopsilosis C. orthopsilosis

Legenda: LBA = lavado broncoalveolar; LCR = liquido cefalorraquidiano; NI = ndo identificado;
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Tabela 1B - Isolados clinicos de leveduras obtidas de pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva do Hospital Agamenon Magalhées.

ISOLADO MATERIAL BIOLOGICO  CHROMagar Candida PHOENIX BD MALDI-TOF MS BIOMOL
HAM 01 Sangue Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 02 Sangue Candida albicans Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 03 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 04 Sangue Candida albicans Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 05 Sangue NI Candida glabrata C. glabrata C. glabrata
HAM 06a Sangue NI Candida albicans C. parapsilosis C. parapsilosis
HAM 06p Sangue NI Candida parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
HAM 07 Sangue Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 08 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. tropicalis
HAM 09 Sangue Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 10 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 11 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 12 Sangue NI Cryptococcus neoformans C. neoformans C. neoformans
HAM 13 Sangue NI Cryptococcus neoformans C. neoformans C. neoformans
HAM 14 Sangue Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 15 Sangue NI Candida parapsilosis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 16 Sangue NI Candida parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
HAM 17 Sangue NI Candida parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
HAM 18 Sangue Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 19 Sangue Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 20 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 21 Sangue Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
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HAM 22 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 23 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 24 Sangue Candida tropicalis Candida tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
HAM 25 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 26 Sangue NI Candida parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
HAM 27 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 28 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 29 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans
HAM 30 Sangue Candida albicans Candida albicans C. albicans C. albicans

Legenda: NI = ndo identificado;
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4.3 CAPACIDADE DE ADERENCIAS AS CELULAS EPITELIAIS

Dentre os vérios fatores de viruléncia presentes em cepas do género Candida, a
adesdo a células hospedeiras e/ou dispositivos médicos invasivos vem sendo uma
importante caracteristica detectada no inicio do processo infeccioso em humanos.
Estudos afirmam que Candida sp. tem alta capacidade de adesdo a superficie de
diferentes biomateriais, sejam else constituidos de pléstico, vidro, cobre, cateteres
Venosos centrais, cateteres urinarios e outros dispositivos usados em situacdes nas quais
h& necessidade de acesso permanente (DAGDEVIREN et al., 2005; BORGES et al.,
2018).

As cepas isoladas no presente estudo apresentaram diferentes intensidades de
adesdo, dados apresentados na Figura 2 e nas Tabelas 2A e 2B. Nesta pesquisa, algumas
cepas, principalmente as de C. tropicalis, apresentaram forte capacidade em aderir as
celulas epiteliais. Em um estudo realizado por Menezes et al., (2013), ao analisar a
capacidade de aderéncia de isolados clinicos de Candida, incluindo C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata, foi observado que 79% dos isolados
apresentaram propriedade de aderéncia, sendo as cepas de C. tropicalis as que

apresentaram maiores niveis de adeséo, corroborando os nossos achados.

Figura 2 — Células epiteliais da cavidade oral coradas com azul de metileno
apresentando leveduras do género Candida fracamente (A e B) e fortemente (C e D)
aderidas a sua superficie (400x).

A
L ]
) |
C
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Tabela 2A - Avaliacdo da capacidade aderéncia a células
epiteliais de isolados clinicos do género Candida.

Isolados Espécies Capacidade de aderéncia
HC 01 C. glabrata -
HC 02 C. glabrata -
HC 03 C. tropicalis +
HC 04 C. parapsilosis -
HC 05 C. glabrata -
HC 06 C. orthopsilosis ++
HC 07 P. norvegensis -
HC 08 C. albicans +
HC 10 C. tropicalis ++
HC 11 C. tropicalis ++
HC 12 C. albicans +
HC 15 C. glabrata
HC 16 C. tropicalis ++
HC 17 C. albicans +
HC 18 C. albicans ++
HC 20 C. glabrata -

HC 21 C. orthopsilosis -

Legenda: Fraco (+); Forte (++); Sem aderéncia (-).

Tabela 2B - Avaliacdo da capacidade aderéncia a células
epiteliais de isolados clinicos do género Candida.

Isolados Espécies Capacidade de aderéncia
HAM 01 C. tropicalis +
HAM 02 C. tropicalis -
HAM 03 C. albicans +
HAM 04 C. tropicalis -
HAM 05 C. glabrata -
HAM 06a C. parapsilosis +
HAM 06p C. parapsilosis +
HAM 07 C. tropicalis +
HAM 08 C. tropicalis +
HAM 09 C. tropicalis +
HAM 10 C. albicans +
HAM 11 C. albicans ++
HAM 14 C. tropicalis +
HAM 15 C. tropicalis ++

HAM 16 C. parapsilosis -
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HAM 17 C. parapsilosis -
HAM 18 C. tropicalis +
HAM 19 C. tropicalis ++
HAM 20 C. albicans +
HAM 21 C. tropicalis +
HAM 22 C. albicans +
HAM 23 C. albicans +
HAM 24 C. tropicalis ++
HAM 25 C. albicans +
HAM 26 C. parapsilosis +
HAM 27 C. albicans ++
HAM 28 C. albicans ++
HAM 29 C. albicans ++
HAM 30 C. albicans ++

Legenda: Fraco (+); Forte (++); Sem aderéncia (-).

Diferentemente do nosso estudo, Borges et al., (2018) relataram uma forte
adesdo e propriedades de formacao de biofilme em cepas de C. parapsilosis através da
aderencia em dispositivos invasivos, essa forte adesdo ndo foi vista em nossos
resultados. Esses dados resultam que a expressao deste fator de viruléncia apresenta
variacdes de acordo com a patogenicidade de cada cepa desta espécie.

Em um estudo realizado por Lima-Neto et al., (2011), correlacionaram a
capacidade de aderéncia de cepas de C. albicans e C. parapsilosis as células epiteliais
bucais humanas, mostrando que a diferenca individual entre as linhagens estava
relacionada com um alto teor de um carboidrato especifico presente na superficie
celular. Dados esses podem justificar a diferenca inter e intraespecifica da capacidade
dos nossos isolados clinicos de C. parapsilosis em aderir a superficie de células

hospedeiras.

4.4 CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME IN VITRO DOS ISOLADOS
CLINICOS DE Candida

Com base na literatura, nossas analises foram realizadas com 48 horas e todos 0s
isolados de Candida mostraram-se capazes em formar biofilmes com diferentes
intensidades (Tabela 3A e 3B). Em 48 horas foi, claramente, observado a capacidade

dos isolados clinicos em formar esse aglomerado de células, caracterizando um biofilme
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maduro. Nossos resultados estdo de acordo com Leite-Andrade et al., (2017), que

relataram que o biofilme maduro por cepas clinicas de Candida ocorre em 48 horas.

Tabela 3A - Avaliacdo qualitativa da capacidade de formacéo

Candidiase Sistémica em Pacientes de Unidades de Terapia...

de biofilme de isolados clinicos de Candida.

Isolados Espécies Intensidade do Biofilme
HC 01 C. glabrata Fraca
HC 02 C. glabrata Moderada
HC 03 C. tropicalis Forte
HC 04 C. parapsilosis Fraca
HC 05 C. glabrata Moderada
HC 06 C. orthopsilosis Fraca
HC 07 P. norvegensis Fraca
HC 08 C. albicans Forte
HC 10 C. tropicalis Fraca
HC 11 C. tropicalis Moderada
HC 12 C. albicans Fraca
HC 15 C. glabrata Fraca
HC 16 C. tropicalis Moderada
HC 17 C. albicans Fraca
HC 18 C. albicans Moderada
HC 20 C. glabrata Fraca
HC 21 C. orthopsilosis Fraca

Tabela 3B - Avaliacdo qualitativa da capacidade de formacao

de biofilme de isolados clinicos de Candida.

Isolados Espécies Intensidade do Biofilme
HAM 01 C. tropicalis Moderada
HAM 02 C. tropicalis Fraca
HAM 03 C. albicans Moderada
HAM 04 C. tropicalis Fraca
HAM 05 C. glabrata Fraca
HAM 06a C. parapsilosis Fraca
HAM 06p C. parapsilosis Fraca
HAM 07 C. tropicalis Moderada
HAM 08 C. tropicalis Moderada
HAM 09 C. tropicalis Moderada
HAM 10 C. albicans Moderada
HAM 11 C. albicans Forte
HAM 14 C. tropicalis Moderada
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HAM 15
HAM 16
HAM 17
HAM 18
HAM 19
HAM 20
HAM 21
HAM 22
HAM 23
HAM 24
HAM 25
HAM 26
HAM 27
HAM 28
HAM 29
HAM 30

C. tropicalis
C. parapsilosis
C. parapsilosis

C. tropicalis

C. tropicalis

C. albicans

C. tropicalis

C. albicans

C. albicans

C. tropicalis

C. albicans
C. parapsilosis

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

Forte
Fraca
Fraca
Forte
Moderada
Fraca
Moderada
Fraca
Moderada
Moderada
Moderada
Fraca
Moderada
Forte
Moderada
Forte

Os ensaios para quantificacdo da producdo do biofilme, foi analisado por meio
de leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Os valores de absorbancia dos controles

negativos foram subtraidos dos valores das cepas testadas para minimizar interferéncias

potenciais (Figura 3A e 3B).
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Figura 3A -

Avaliacdo quantitativa,
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analisada por meio de leitura em

espectrofotdmetro a 595 nm, da capacidade de formacdo de biofilme de isolados

clinicos de Candida em 48h.
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Figura 3B - Avalia¢do quantitativa, analisada por meio de leitura em espectrofotometro
a 595 nm, da capacidade de formacdo de biofilme de isolados clinicos de Candida em
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Dentre os isolados representados na Figura 3A, em nimeros, HCO8 C. albicans

foi o que apresentou a maior capacidade para a producdo do biofilme. Estatisticamente,
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ndo ha diferenca do isolado HC02 C. glabrata que foi o segundo maior produtor, neste
ensaio. J& na Figura 3B, o isolado HAM15 C. tropicalis se destacou como maior produtor
de biofilme em 48 horas, ndo havendo diferenca estatistica com HAMOG6a C. parapsilosis
e HAMOL1 C. tropicalis que foram os que, em seguida, mais apresentaram capacidade de
formar biofilme.

Dentre as cepas de C. albicans oriundas do HC, a cepa HCO8 se mostrou
diferente estatisticamente das cepas HC17 e HC18. Por outro lado a cepa HC12 se
apresenta como semelhante, do ponto de vista estatistico, a HC08 na producdo de
biofilme. Entre as cepas do HAM, em nameros, HAM25 se apresentou como a maior
produtora de biofilme e difere estatisticamente dos numeros obtidos de HAM10 e
HAMZ23. As demais cepas ndo apresentam diferencas para cepa que mais produziu
biofilme.

As cepas de C. tropicalis isoladas a partir de amostras clinicas de pacientes do
HC, as cepas ndo aprentaram diferencas significantes na producdo de biofilme,
estatisticamente. Entre as cepas do HAM, em numeros, HAM15 se apresentou como a
maior produtora de biofilme e tem diferenca estatisticamente significante dos nimeros
obtidos de HAMO02, HAMO04, HAMO07 e HAM14. As demais cepas de mesma espécie nao
apresentam diferencas entre si.

Dentre as cepas do complexo Candida parapsilosis isoladas a partir de amostras
clinicas de pacientes do HC, ha diferenca estatisticamente siginificante entre as cepas
HCO06 e HC21. Entre as cepas do HAM, do ponto de vista estatistico, HAMO6a se
apresentou igual as demais cepas na producdo do biofilme. Enquanto a cepa HAM26
apresenta diferenca estatisticamente siginificante das cepas HAMO06a e HAM16.

Dentre as cepas de Candida glabrata isoladas a partir de amostras clinicas de
pacientes do HC, a cepa HCO02 apresenta diferenga estatisticamente siginificante com a
cepa HCOL. E a cepa HC15 tambem apresenta diferenca siginificante com a cepa HCO02.
As demais cepas sdo iguais, estatisticamente.

Em estudo realizado por Ferreira et al. (2013), ao analisar cepas clinicas de
Candida albicans e Candida ndo-Candida albicans, foi observado que os biofilmes
formados por isolados clinicos de Candida ndo-Candida albicans apresentaram
atividades metabolicas mais elevadas do que biofilmes de C. albicans. Na nossa
pesquisa cepas clinicas de C. tropicalis e C. albicans se destacaram na producdo deste
fator de viruléncia, no entanto, C. glabrata e outras cepas de C. albicans apresentaram
capacidade reduzida em formar biofilmes.
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H& relatos da afinidade de C. albicans em formar biofilme em diferentes
superficies de dispositivos médicos invasivos, enquanto biofilmes formados por C.
tropicalis é mais relatado em superficies de cateter (SILVA et al., 2009; NEGRI et al.,
2010; CUELLAR-CRUZ et al., 2012; CHANDRA & MUKHERIJEE, 2015). Apesar de
dispositivos médico-invasivos exercerem um papel critico na patogénese da candidiase
invasiva, em certas situagdes o seu uso e indispensavel. Cateteres venosos centrais sdo
necessarios no tratamento de pacientes em estado grave, minimizando a necessidade de
puncao venosa e facilitando a administracdo da terapéutica, hemoderivados etc (LEITE,
2016). Biofilmes assumem grande importancia no cenario médico porque estdo
associadas com a persisténcia do microrganismo no processo infeccioso e na capacidade
de expressar resisténcia contra a maioria dos antimicrobianos.

Em nosso estudo, com 48 h, foi observado um aglomerado intenso de células de
leveduras ao fundo da placa, caracterizando a aderéncia e formacéo do biofilme. Todos
os isolados exibiram diferentes niveis de intensidade (quantidade) de células fungicas,
quando comparado com 0 poc¢o controle ao espectrofotdbmetro. Corroborando 0s N0ssos
resultados, alguns trabalhos afirmam que diferentes cepas de uma mesma espécie sao
drasticamente diferentes na sua capacidade de formar estes agregados celulares,
indicando que cepas formadoras de biofilmes “fortes" e "fracos" podem existir dentro
uma mesma espécie (THEIN et al., 2007, LEITE-ANDRADE et al, 2017).
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4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA IN VITRO DE

ANTIFUNGICOS COMERCIAIS FRENTE A ISOLADOS CLINICOS DE Candida

Foram avaliadas as concentra¢Ges inibitorias minimas (CIM) de todos os
isolados frente aos antifungicos comerciais: fluconazol, anfotericina B, micafungina,
caspofungina e anidulafungina, seguindo a metodologia de microdiluicdo em caldo,
conforme estdo demonstrados nas Tabelas 4A e 4B.

A variacdo dos valores de CIM foi de 2 a 64 ug/mL para fluconazol, sendo
considerados, de maneira geral, sensiveis os isolados que apresentaram CIM < 8 pg/mL,
sensivel dose dependente os que apresentaram CIM = 16-32 pg/mL, e resistentes
aqueles que apresentaram CIM > 64 ug/mL. Para a anfotericina B a variacdo dos
valores de CIM foi de 1 a 16 pug/mL. Sendo considerados, de modo geral, sensiveis 0s

isolados que apresentaram CIM < 1 ug/mL e resistentes aqueles que apresentaram CIM
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> 2 ug/mL. Para as equinocandinas (micafungina, caspofungina e anidulafungina) a

variacdo dos valores de CIM foi de 0,03 a 16 ug/mL. Sendo considerados, de modo

geral, sensiveis os isolados que apresentaram CIM < 2 ug/mL e resistentes aqueles que

apresentaram CIM > 2 ug/mL, de acordo com o CLSI.

Tabela 4A - Perfil de susceptibilidade antifungica de isolados clinicos de leveduras obtidas
de pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva frente a antifingicos comerciais.

Isolado Espécie ANF B FLUZ MICA CASP ANID
HC 01 C. glabrata 4ng/mL  16pg/mL  0,03ug/mL  0,5pg/mL 0,5ug/mL
HC 02 C. glabrata 4ug/mL  16pg/mL  0,03ug/mL  0,06ug/mL  0,5ug/mL
HCO03  C.tropicalis lpg/mL  16pg/mL  0,03pug/mL  0,06pug/mL  0,25ug/mL
HC 04 C.parapsilosis 1ug/mL  4ug/mL  4ug/mL 4ng/mL 16pg/mL
HC 05 C. glabrata lpg/mL  4pg/mL 0,03pug/mL  0,03pug/mL  0,06pg/mL
HC 06 C.orthopsilosis  1ug/mL  32ug/mL  0,5pg/mL 1pg/mL 2ug/mL
HC 07  P.norvegensis 16ug/mL 16ug/mL 0,03ug/mL  0,5pug/mL  0,125ug/mL
HC 08 C. albicans lpg/mL  8ug/mL  0,03ug/mL  0,225ug/mL  0,25ug/mL
HC10  C.tropicalis  0,5ug/mL  8ug/mL 0,03ug/mL  0,5pg/mL  0,03ug/mL
HC11  C.tropicalis lpg/mL  64pg/mL  0,03ug/mL  0,06pug/mL  0,125ug/mL
HC 12 C. albicans 2ug/mL 4pg/mL 0,03ug/mL  0,5pug/mL 0,03pug/mL
HC 15 C. glabrata 4ug/mL  16pg/mL  0,03pug/mL  0,5ug/mL  0,25ug/mL
HC 16  C. tropicalis 4ug/mL  8ug/mL  0,03pug/mL  0,03pug/mL  0,25ug/mL
HC 17 C. albicans 4ug/mL  8ug/mL  0,03ug/mL  0,03ug/mL  0,03ug/mL
HC 18 C.albicans  0,5pug/mL  2pg/mL  0,03ug/mL  0,125ug/mL  0,03ug/mL
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HC 20 C.glabrata ~ 0,5ug/mL  8upg/mL  0,03ug/mL  05ug/mL  0,25pg/mL
HC21 C.orthopsilosis 1ug/mL  2upg/mL  1ug/mL 1pg/mL 4ng/mL

Legenda: ANF B=Anfotericina B; FLUZ=Fluconazol; MICA=Micafungina; CASP=Caspofungina;
ANID=Anidulafungina.

Tabela 4B - Perfil de susceptibilidade antifungica de isolados clinicos de leveduras obtidas de
pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva frente a antifingicos comerciais.

Isolado Espécie ANF B FLUZ MICA CASP ANID
HAM 01 C. tropicalis 0,5ug/mL  8ug/mL  0,03pg/mL  0,5pg/mL 0,25 pug/mL
HAM 02 C. tropicalis lpg/mL  8ug/mL  0,03ug/mL  0,5pg/mL  0,125ug/mL
HAM 03 C. albicans 2ug/mL 4pg/mL  0,03pg/mL 0,125pg/mL 0,25ug/mL
HAM 04 C. tropicalis 0,5ug/mL  8ug/mL  0,03ug/mL  0,06pg/mL  0,125pg/mL
HAM 05 C. glabrata 2ug/mL 16pg/mL  0,03ug/mL  0,06pg/mL  0,5ug/mL
HAM 06a C.parapsilosis  0,5ug/mL  1ug/mL  0,5ug/mL 2ug/mL 4ug/mL
HAMO6p  C. parapsilosis  0,5ug/mL  1ug/mL 1pg/mL 2ug/mL 4ang/mL
HAM 07 C. tropicalis 0,5ug/mL  8ug/mL  0,03pug/mL  0,5ug/mL  0,25pug/mL
HAM 08 C. tropicalis 0,5ug/mL  8ug/mL  0,03pug/mL  0,06pg/mL  0,125upg/mL
HAM 09 C. tropicalis 0,5ug/mL  8ug/mL  0,03pug/mL  0,5ug/mL 0,5ug/mL
HAM 10 C. albicans 0,5ug/mL  2pg/mL 0,03pug/mL  0,125ug/mL  0,03ug/mL
HAM 11 C. albicans 0,5ug/mL  4pg/mL  0,03ug/mL  0,5pg/mL  0,06pg/mL
HAM 14 C. tropicalis 0,5ug/mL  8ug/mL  0,03ug/mL  0,5pug/mL  0,25pg/mL
HAM 15 C. tropicalis 2ug/mL  8ug/mL  0,03ug/mL  0,5pug/mL  0,125ug/mL
HAM 16  C.parapsilosis  0,5ug/mL  Ipug/mL  0,03ug/mL 1pg/mL 2pg/mL
HAM 17  C.parapsilosis  0,5ug/mL  1pg/mL  0,03ug/mL 1pg/mL 2pg/mL
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HAM 18 C. tropicalis 0,5ug/mL  8ug/mL  0,03ug/mL  0,06pug/mL  0,125ug/mL
HAM 19 C. tropicalis lpg/mL  4pg/mL 0,03ug/mL  0,06pug/mL  0,5pug/mL
HAM 20 C. albicans 0,5ug/mL  2ug/mL  0,06pg/mL 1pg/mL 1ug/mL
HAM 21 C. tropicalis lug/mL  4pg/mL 0,03pug/mL  0,06pg/mL 1pg/mL
HAM 22 C. albicans 0,5ug/mL  2pg/mL  0,06pg/mL 1pg/mL 1pg/mL
HAM 23 C. albicans 0,5ug/mL 1pg/mL  0,03pug/mL  0,5ug/mL  0,25pug/mL
HAM 24 C. tropicalis 2ug/mL 8ug/mL  0,03pug/mL  0,06pg/mL  0,125pg/mL
HAM 25 C. albicans 0,5ug/mL  1pg/mL  0,03pug/mL  0,5ug/mL  0,25pug/mL
HAM 26  C.parapsilosis  2ug/mL  2ug/mL  0,5ug/mL 1pg/mL 2ug/mL
HAM 27 C. albicans 0,5ug/mL 1pg/mL  0,03pug/mL  0,5ug/mL  0,25ug/mL
HAM 28 C. albicans 0,5ug/mL  1pg/mL  0,03pug/mL  0,5ug/mL  0,25pug/mL
HAM 29 C. albicans 0,5ug/mL 1pg/mL  0,03pug/mL  0,5ug/mL  0,25pug/mL
HAM 30 C. albicans 0,5ug/mL  1pg/mL  0,03pug/mL  0,25ug/mL  0,25pg/mL

Legenda: ANF B=Anfotericina B; FLUZ=Fluconazol; MICA=Micafungina; CASP=Caspofungina;

ANID=Anidulafungina.

O aumento da incidéncia de espécies de Candida ndo-Candida albicans pode

estar sendo influenciada pela profilaxia antifingica com fluconazol, visto que, pacientes

expostos a fluconazol sdo mais susceptiveis a adquirir resisténcia a infeccbes por

Candida do que os ndo tratados profilaticamente com este farmaco (Leite, 2016). Isso

corrobora o0s nossos resultados, varias cepas Se apresentam pouco sensiveis ao

fluconazol. Apesar de fluconazol ser o antifungico comumente utilizado h& decadas,

devido ao seu amplo espectro de atividade, perfil de seguranca favoravel e

biodisponibilidade, seu uso extenso como profilatico resultou no desenvolvimento de

resisténcia generalizada (ROBBINS et al., 2017).

Embora a multirresisténcia seja incomum, ocorreram relatos crescentes de

multirresisténcia a azois, equinocandinas e polienos em varias espécies de Candida,
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mais notadamente C. glabrata e mais recentemente C. auris (ARENDRUP;
PATTERSON, 2017). Pesquisadores afirmam que aproximadamente 10% dos isolados
de C. albicans provenientes de amostras de sangue s&o resistentes ao fluconazol, dados
esses que diferem dos nossos, 0s quais cerca de 20% (3/15) das cepas de C. albicans se
apresentaram como resistente a este triazol.

Nossos resultados mostram 12 cepas, entre elas C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrta e P. novergensis, resistentes a anfotericina B com CIM’s que
variaram de 2-16pg/mL. Desde sua descoberta, nos anos 50, os polienos tém sido
empregados como importantes agentes fungicidas contra as espécies de Candida
(SHAPIRO et al.,, 2011). A resisténcia, clinicamente relevante, aos polienos é
extremamente rara (VINCENT et al., 2013). Apesar de sua boa atividade, o uso de
polienos na préatica clinica é limitado devido a elevada toxicidade, sobretudo
nefrotoxicidade, o qual ¢ um efeito adverso comum em pacientes tratados com
anfotericina B.

Nossos resultados se apresentam relevantes no perfil de susceptibilidade de
Candida spp. a equinocandinas onde temos elevados numeros de cepas resistentes a
anidulafungina e caspofungina. Micafungina se apresentou 100% eficiente as cepas
estudadas. Devido ao seu perfil de seguranca e satisfatoria atividade fungicida, as
equinocandinas surgiram como terapia para o tratamento da candidiase sistémica
(PAPPAS et al., 2016). Nos dias atuais, seu uso como profilaxia tem aumentado e 0s
tratamentos prolongados resultaram num aumento da incidéncia de cepas resistentes
(GAMALETSOU et al., 2018). Neste estudo, seis cepas de C. glabrata se apresentaram
resistentes: anidulafungina (3) e caspofugina (3). As infeccbes por esta especie
resistente a equinocandinas aumentaram drasticamente e agora ja € uma preocupacao,

uma vez que muitos isolados apresentam resisténcia cruzada aos azois (PERLIN, 2015).

4.6 PRODUCAO DE HEMOLISINAS POR ISOLADOS DE Candida

Atividade hemolitica em placa de ensaio: a atividade hemolitica foi avaliada para as
espécies de Candida com base em zonas de hemolise no ensaio em placa (Figura 4). A
producdo de fator hemolitico por isolados clinicos de Candida é considerado um
atributo importante na promocao da sobrevivéncia dentro do hospedeiro humano pela
capacidade de assimilar ferro do grupo heme (FURLANETO et al., 2017).
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Apds incubacdo, as placas foram avaliadas de acordo com a presenca de um halo

translicido esverdeado ao redor do inoculo. Os resultados estdo representados por

valores médios, de acordo com a quantificacdo dada pela férmula (H-C)/2, sendo “H” a

medida, em mm, do halo interno translicido somado ao do halo externo marrom-

esverdeado e “C” o didmetro da colbnia.

Em nosso estudo, todos os isolados de Candida foram avaliados quanto a

capacidade hemolitica. Apenas trés cepas (HAM15 C. tropicalis, HAM17 C.

parapsilosis e HAM26 C. parapsilosis) ndo promoveram hemdlise em meio Agar

Sabouraud suplementado com sangue de carneiro e glicose, conforme demosntrado na

Tabela 5. A producdo deste fator é varidvel entre as espécies de Candida, dentre estas C.

parapsilosis é a espécie menos hemolitica (FURLANETO et al., 2017).

Figura 4 - Hemolise induzida por Candida spp. utilizando meio Agar Sabouraud
suplementado com sangue de carneiro e glicose, apds 48 h a 35 °C. Os resultados
mostram uma zona de hemdlise composta por uma zona transllcida em torno da
colénia e um halo esverdeado periférico.

Tabela 5A - Avaliacédo da atividade hemolitica em placa de ensaio
de isolados clinicos do género Candida e P. norvegensis.

Isolados Espécies Atividade Hemolitica
HC 01 C. glabrata +++
HC 02 C. glabrata +++
HC 03 C. tropicalis ++
HC 04 C. parapsilosis +++
HC 05 C. glabrata +++
HC 06 C. orthopsilosis ++
HC 07 P. norvegensis +
HC 08 C. albicans +++
HC 10 C. tropicalis +
HC 11 C. tropicalis +++
HC 12 C. albicans +
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HC 15
HC 16
HC 17
HC 18
HC 20
HC 21

C. glabrata
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. glabrata
C. orthopsilosis

+++
+++
+++
+++
+
+

Legenda: (-) para nenhuma atividade, (+) para uma atividade fraca
(média do halo <1.0mm), e (++) para atividade leve (média do halo de
1-1.49mm), e (+++) para atividade forte (média do halo >1.5mm).

Tabela 5B - Avaliacdo da atividade hemolitica em placa de
ensaio de isolados clinicos do género Candida.

Isolados Espécies Atividade Hemolitica
HAM 01 C. tropicalis +
HAM 02 C. tropicalis +
HAM 03 C. albicans +
HAM 04 C. tropicalis +
HAM 05 C. glabrata ++
HAM 06a C. parapsilosis +++
HAM 06p C. parapsilosis +++
HAM 07 C. tropicalis +++
HAM 08 C. tropicalis +++
HAM 09 C. tropicalis ++
HAM 10 C. albicans ++
HAM 11 C. albicans ++
HAM 14 C. tropicalis ++
HAM 15 C. tropicalis -
HAM 16 C. parapsilosis +
HAM 17 C. parapsilosis -
HAM 18 C. tropicalis +++
HAM 19 C. tropicalis +
HAM 20 C. albicans +
HAM 21 C. tropicalis +++
HAM 22 C. albicans +++
HAM 23 C. albicans ++
HAM 24 C. tropicalis +
HAM 25 C. albicans +
HAM 26 C. parapsilosis -
HAM 27 C. albicans ++
HAM 28 C. albicans ++
HAM 29 C. albicans +
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HAM 30 C. albicans +

Legenda: (-) para nenhuma atividade, (+) para uma atividade fraca
(média do halo <1.0mm), e (++) para atividade leve (média do halo de
1-1.49mm), e (+++) para atividade forte (média do halo >1.5mm).

A maioria dos isolados, independente da origem, foram capazes de promover
hemolise, concordando com dados da literatura (FRANCA et al., 2010). Isso indica a
habilidade deste género em disponibilizar potenciais fontes de ferro. O fator hemolitico
de C. tropicalis foi demonstrado pela primeira vez por FAVERO et al., (2011). Em nosso
estudo também foi constatado a presenga deste fator, ndo somente em cepas de C.
tropicalis.

Dados na literatura afirmam que C. albicans possui a capacidade de utilizar ferro
derivado de hemoglobina, por meio da producdo de um fator responsavel pela lise dos
eritrécitos, uma habilidade que pode ser compartilhada por outras espécies, a exemplo do
nosso trabalho que utilizou diferentes espécies de Candida, o que pode representar uma
vantagem adaptativa no estabelecimento de infeccbes em seus hospedeiros. Outros
autores, a exemplo de El-Houssaini et al., (2019), também destacam a producdo de

hemolisina por cepas de C. albicans como fator de viruléncia.

Atividade hemolitica em meio liquido: os resultados da avaliacdo da atividade
hemolitica em meio liquido (Figura 5) estdo representados por valores médios de
absorbancia, aplicados de acordo com a equagdo: Hemdlise(%) = 100-[(Ap-As)/(Ap-

Ac) x 100)], conforme estédo descritos na Tabela 6.
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Figura 5 - Hemdlise promovida por Candida spp. em meio RPMI
suplementado com sangue de carneiro e glicose, ap6s 15 h a 37 °C. Da
direita para esquerda, controle positivo (lise total dos eritrocitos na
presenca de SDS); controle negativo (nenhuma hemolise de eritrocitos
ressuspensa em meio de crescimento); ATCC90028; ATCC22019

Candidiase Sistémica em Pacientes de Unidades de Terapia...

com diferentes graus de hemolise.

e o

Tabela 6A - Avaliacdo da Atividade hemolitica em meio
liquido de isolados clinicos do género Candida e P.

norvegensis.

Isolados Espécies Hemodlise (%0)
HC 01 C. glabrata -29,3
HC 02 C. glabrata 10,9
HC 03 C. tropicalis 9,7
HC 04 C. parapsilosis -19,9
HC 05 C. glabrata -44.7
HC 06 C. orthopsilosis 30,3
HC 07 P. norvegensis -36,6
HC 08 C. albicans -23,2
HC 10 C. tropicalis -30,0
HC 11 C. tropicalis 0,5
HC 12 C. albicans -57,6
HC 15 C. glabrata -30,0
HC 16 C. tropicalis -46,7
HC 17 C. albicans -44,9
HC 18 C. albicans 11,5
HC 20 C. glabrata -29,3
HC 21 C. orthopsilosis -41,6
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As amostras foram analisadas por absorbancia a 405nm por espectrofotometria
e estdo representados por valores médios conforme Figura 6. A cepa HCO06 C.
orthopsilosis se destacou na atividade hemolitica, contudo ndo ha diferenca estatistica
significante entre esta e demais cepas. Somado a isso, foi identificado diferenca
significante entre ATCC22019 C. parapsilosis e HC12 C. albicans (Figura 6A).

Tabela 6B - Avaliacdo da Atividade hemolitica em meio

Candidiase Sistémica em Pacientes de Unidades de Terapia...

liguido de isolados clinicos do género Candida.

Isolados Espécies Hemolise (%)
HAM 01 C. tropicalis 61,0
HAM 02 C. tropicalis -26,0
HAM 03 C. albicans 77,5
HAM 04 C. tropicalis -35,7
HAM 05 C. glabrata 245
HAM 06a C. parapsilosis 3,6
HAM 06p C. parapsilosis 29,7
HAM 07 C. tropicalis 22,5
HAM 08 C. tropicalis -18,2
HAM 09 C. tropicalis 82,1
HAM 10 C. albicans -19,9
HAM 11 C. albicans 24,6
HAM 14 C. tropicalis -3,7
HAM 15 C. tropicalis 4,9
HAM 16 C. parapsilosis -28,9
HAM 17 C. parapsilosis -15
HAM 18 C. tropicalis -12,5
HAM 19 C. tropicalis -20,1
HAM 20 C. albicans 71,8
HAM 21 C. tropicalis 38,0
HAM 22 C. albicans 16,3
HAM 23 C. albicans -11,1
HAM 24 C. tropicalis -40,1
HAM 25 C. albicans 28,3
HAM 26 C. parapsilosis -35,7
HAM 27 C. albicans -12,9
HAM 28 C. albicans 314
HAM 29 C. albicans 11,0
HAM 30 C. albicans 19,3
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A capacidade dos microrganismos patogénicos em adquirir ferro elementar
tem-se demonstrado fundamental em sua sobrevivéncia e capacidade de estabelecer
infeccdo no hospedeiro. Quanto as espécies de Candida, C. albicans podem adquirir
ferro dos eritrocitos humanos produzindo um fator hemolitico que promove lise destas
células. Manns et al., (1994) foram os primeiros a descrever que C. albicans apresenta
uma atividade hemolitica quando cultivada em Agar Sangue enriquecido com glicose.
Corroborando com nossos resultados, Luo et al. (2001), apresentaram uma abordagem
semelhante para avaliar a atividade hemolitica de espécies de Candida ndo-Candida

albicans, incluindo isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis.

Figura 6A - Andlise da media da absorbancia determinada a 405nm por
espectrofotometria da atividade hemolitica promovida por Candida sp.
com erro padréo (P<0,05).
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A cepa HAMO09 C. tropicalis apresentou, em nudmeros, maior producdo da
atividade hemolitica, contudo ndo ha diferenca estatistica significante entre esta e demais
cepas (Figura 6B). Nosso resultado difere dos obtidos por Rossoni et al., (2012) onde
todas as cepas de C. albicans produziram atividade hemolitica e foi significativamente
maior que as espécies ndo-Candida albicans. J& Favero et al., (2014) relataram diferentes
niveis de atividade hemolitica observados para espécies de Candida, onde C. tropicalis

exibiu a maior producéo deste fator, corroborando como nossos resultados.
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Figura 6B - Analise da absorbancia determinada a 405nm por
espectrofotometria da atividade hemolitica promovida por Candida sp.
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Resultados da atividade hemolitica de Candida em meio liquido ja foi relatado
para C. albicans e C. tropicalis (Favero et al., 2011). Diferentemente, nosso estudo traz
a producdo do fator hemolitico por estas e outras espécies do género Candida.

De acordo com a literatura, a capacidade de C. parapsilosis de produzir fator
hemolitico é controverso. Alguns estudos revelaram que esta espécie ndo é produtora de
fator hemolitico (LUO et al., 2001; YIGIT et al., 2009), em contraste com o relatado por
outros autores, como Franca et al., (2010) e Trevino-Rangel et al., (2013) que relataram
atividade hemolitica abundante em cepas do complexo Candida parapsilosis. Em nossos
resultados, a cepa HCO06 C. parapsilosis se destacou na produgdo deste fator, por outro
lado, HAM16 C. parapsilosis e HAM26 C. parapsilosis apresentaram baixa producéo de
atividade hemolitica. Isso demonstra que este fator ndo esta diretamente relacionado com
as espécies do complexo C. parapsilosis e sim com as caracteristicas intrinsecas de cada
cepa.

Outras espécies ja foram relatadas como fracas ou ndo produtoras da atividade
hemolitica, a exemplo de C. guilliermondii, como no estudo de Rossoni et al., (2012), as
quais demosntraram que 58% das cepas estudadas exibiram forte atividade, com excecao
das cepas de C. guilliermondii e de C. parapsilosis. Furlaneto et al., (2017) afirmaram

que ndo existem diferencas intraespecificas nas atividades hemoliticas entre os isolados
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pertencentes a C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata, contudo,
observamos resultado diferente em nossa pesquisa.

A producéo de fator hemolitico pelas espécies de Candida é afetada por vérios
fatores (MAYER et al. 2013), como suplementacdo de glicose no meio de cultura, origem
sanguinea, presenca de eritrocitos e hemoglobina e presenca de eletrdlitos (FURLANETO
et al., 2017). Com base nos trabalhos existentes, muitas questdes ainda precisam ser
respondidas, incluindo a natureza bioquimica das moléculas hemoliticas e as bases
moleculares da expressdo do fator hemolitico. Considerando que a capacidade hemolitica
é variavel entre as espécies de Candida e que a hemolise € desencadeada sob condi¢bes
especificas, pesquisas futuras sdo necessarias para aprofundar o papel da atividade
hemolitica na patogénese da Candida.



NUNES, M. Candidiase Sistémica em Pacientes de Unidades de Terapia... 78

5 CONCLUSOES

Com base nos resultados observados ao longo do desenvolvimento desta pesquisa

podemos concluir que:

= 14% dos pacientes, com suspeita clinica de sepsse, internados em Unidade de
Terapia Intesiva apresentaram episddios de candidiase sistémica;

= Técnicas moleculares, protebmicas e genémicas, sdo validas e confiaveis para a
identificacdo de espécies de Candida;

» Candida tropicalis é a espécie mais incidente em pacientes em Unidades de Terapia
Intensiva;

=  79% das cepas clinicas isoladas apresentaram propriedade de aderéncia a células
epiteialis;

= O tempo de 48 horas foi ideal para avaliacdo de biofilmes maduros;

»= Todos os isolados clinicos de Candida mostraram-se capazes em formar biofilmes
com diferentes intensidades; inclusive as leveduras que ndo apresentaram perfil de
aderéncia as células epiteliais.

= A cepa HCO08 C. albicans, HAM15 C. tropicalis, HC02 C. glabrata e HAMO0G6a C.
parapsilosis foram as cepas que se desatacarm na producao do biofilme;

= 20% das cepas de Candida albicans se apresentaram resistente a fluconazol;

= Candida norvegensis se apresentou resistente a anfotericina B com alta CIM;

= Todas as cepas deste estudo foram susceptiveis a micafungina, sendo este o
farmaco de melhor escolha para terapéutica;

= Em geral, quase todas as cepas deste estudo desenvolveram hemolise, com
diferentes intensidades, em Agar Sabouraud suplementado;

= Existe diferencga intraespecifica na atividade hemolitica entre os isolados clinicos de
Candida;

= Considerando que a capacidade hemolitica é variavel, é necessario o uso de mais de

uma metodologia para determinar a capacidade hemolitica em Candida spp.
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