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RESUMO

Candidemia € a infeccdo de corrente sanguinea causada por leveduras do género Candida.
Sua incidéncia varia entre 1,27 e 3,9 casos por 1000 internac¢Ges no Brasil e 0,29 a 1,95 casos
por 1000 internagdes no mundo. C. albicans é o principal agente etioldgico com uma
incidéncia que varia entre 25,9% a 59%. Este trabalho teve como objetivo verificar a
incidéncia de candidemia em 11 Unidades Hospitalares de Manaus (publicas e privadas), bem
como determinar a diversidade genética entre os isolados de Candida albicans e identificar a
existéncia de espécies cripticas do complexo Candida parapsilosis. Os isolados de Candida
albicans foram submetidos a técnica de tipagem molecular por sequenciamento de multilocus
(MLST) e os identificados como C. parapsilosis, foram submetidos a PCR/RFLP. Ao todo
foram estudados 101 isolados do género Candida. A incidéncia geral encontrada foi de 2,31
casos por 1000 internagdes e 0,61 casos por 1000 pacientes/dia. O género Candida foi o
segundo causador das infec¢des de corrente sanguinea nas unidades hospitalares estudadas,
representando 8,6% de todos os casos. A espécie mais prevalente foi Candida albicans
representando 35,64% dos casos seguida por Candida tropicalis com 30,69%. O género
masculino (68,24%) foi mais acometido por essas infecgdes do que o género feminino
(31,76%). A taxa de mortalidade geral foi de 37,21% e a espécie que apresentou maiores
taxas de mortalidade foi Candida tropicalis com 53,85%. Foram identificados 59 alelos
diferentes pela técnica de MLST sendo que um alelo para o gene SYAL foi configurado como
novo alelo. Suas combinacBes representaram 25 gendtipos diferentes, sendo que 15 foram
identificados como novos gendtipos. Dos 22 isolados inicialmente descritos como C.
parapsilosis, trés foram reidentificados como C. orthopsilosis e uma como C. metapsilosis.
Dos 25 gen6tipos encontrados para C. albicans o principal foi o DST 90 e esse dado diverge
dos dados encontrados no Brasil e no mundo, que apontam o DST 69 como 0 mais comum.
Foram identificadas pela primeira vez em nossa regido, infecgcdes de corrente sanguineas por
espécies cripticas do complexo C. parapsilosis, com trés casos de C. orthopsilosis e um caso
de C. metapsilosis.

Palavras Chaves: Candidemia, Candida albicans, espécies cripticas e MLST



ABSTRACT

Candidemia is a bloodstream infection caused by Candida. Its incidence varies between 1.27
and 3.9 cases per 1000 admissions in Brazil and from 0.29 to 1.95 cases per 1,000 admissions
in the world. C. albicans is the main agent with an incidence ranging from 25.9 % to 59 %.
This study aimed to determine the incidence of candidemia in 11 Hospital Units Manaus
(public and private) and to determine the genetic diversity among isolates of Candida
albicans and identify the existence of cryptic species Candida parapsilosis complex. The C.
albicans isolates were subjected to molecular typing technique for multilocus sequencing
(MLST) and identified as C. parapsilosis, were subjected to PCR/RFLP. Altogether 101
isolates were studied of the genus Candida. The overall incidence was found to be 2.31 cases
per 1,000 admissions and 0.61 cases per 1000 patients/day. The genus Candida was the
second cause of bloodstream infections in the studied hospitals, representing 8.6 % of all
cases. The most prevalent species was Candida albicans representing 35.64 % of the cases
followed by Candida tropicalis with 30.69 %. The male (68,24 %) was most affected by these
infections than females (31,76 %). The overall mortality rate was 37.21 % and the species
with the highest mortality rates Candida tropicalis was 53.85%. 58 different alleles were
identified by the technique of MLST and one allele for the gene SY A1 has been set as a new
allele. Their combinations represented 25 different genotypes, of which 15 were identified as
new genotypes and sent to the curator for analysis. Of the 22 isolates originally described as C.
parapsilosis, three were reidentified as C. orthopsilosis and C. metapsilosis. Of the 25
genotypes found for C. albicans was the main STD 90 and this data differ from the data found
in Brazil and in the world , pointing DST 69 as the most common . Were identified for the
first time in our region , blood stream infections by C. parapsilosis cryptic species complex
with three cases of C. orthopsilosis and one case of C. metapsilosis.

Key Words : Candidemia , Candida albicans , cryptic species and MLST
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1. INTRODUCAO

A incidéncia da Candidemia tem aumentado consideravelmente nos Gltimos anos
variando a taxa no Brasil entre 1,27 e 3,9 casos/1000 admissdes, enquanto que em outros
paises a taxa é de 0,29 a 1,95 casos/1000 admissdes (Richet et al. 2002; Colombo et al. 2006;
Franca et al. 2008; Hinrichsen et al. 2008; Motta et al.2010; Pemén et al. 2012; Bassetti et al.
2013; Kreusch et al. 2013; Nucci et al. 2013). As altas taxas de infec¢des relatadas apontam
como a quarta maior causa de septicemias no Brasil e na Alemanha (Colombo et al. 2006;
Meyer et al. 2013) e a sétima na Suica (Marchetti et al. 2004). Nos Estados Unidos o aumento
dos casos de candidemia chegou a ser de 207% em cerca de 20 anos (Martin et al. 2003).

Varios sdo os fatores de risco associados, porém podemos citar como principais, as
doencas de base, terapia com antimicrobianos, presenca de cateter venoso central, utilizacdo
prévia de antiflngicos, ventilagio mecénica, uso de nutricdo parenteral e prematuridade
(Viudes et al. 2002; ANVISA, 2004; Xavier et al. 2008; Mondelli et al. 2012).

A resisténcia das diversas espécies de Candida aos antifungicos existentes no mercado
também é uma preocupacéo crescente em todo mundo. Embora na maioria dos estudos sejam
encontradas boas sensibilidades & Anfotericina B, as sensibilidades a Itraconazol e ao
Fluconazol, sdo apenas intermediarias (Ajenjo et al. 2011; Peman et al. 2012).

No Brasil a incidéncia de C. albicans varia de 25,9% a 59%, sendo o principal agente
etioldégico das fungemias. No entanto, infeccBes por espécies Candida ndo-albicans estéo
ganhando enorme importancia nas Ultimas décadas. Em estudos realizados no nordeste e
sudeste do pais a espécie C. parapsilosis foi a principal causadora de Candidemia seguida de
C. tropicalis, entre as espécies de Candida ndo-albicans (Richet et al. 2002; Viudes et al.
2002; Tortorano et al. 2004; Rodero et al. 2005; Aquino et al. 2005; Colombo et al. 2006;
Chang et al. 2008; Xavier et al. 2008; Franga et al. 2008; Hinrichsen et al. 2008; Parahyn et al.

2009; Cajoto et al. 2010; Motta et al. 2010; Ajenjo et al. 2011; Mondelli et al. 2012; Peman et
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al. 2012; Moretti et al. 2013;; Bassetti et al. 2013; Blanco-Blanco et al. 2013;; Asmundsdottir
et al. 2013; Kreusch et al. 2013; Moretti et al. 2013).

Para compreender o prognoéstico, a epidemiologia e a terapéutica do género Candida é
essencial identificar corretamente as espécies etioldgicas e conhecer as similaridades e

diferencas entre cada espécie.

A espécie C. parapsilosis tem se mostrado genotipicamente mais heterogénea do que
outras espécies de Candida quando feitos estudos com PCR/RFLP (Page, 1996). Outras
técnicas como RAPD, MLST, etc., indicaram se tratar de trés grupos distintos. Esses
subgrupos tiveram diferencas genotipicas suficientes para serem designados como novas
espécies. Assim foram separadas em, C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis.
Dessas espécies, Candida parapsilosis é a mais frequente, representando cerca de 90% das
infeccBes atribuidas as espécies do grupo “psilosis” (Tavanti et al. 2005; Lockhart et al.

2008).

Estudos para determinar a diversidade genética de Candida albicans também tém sido
feitos. No Brasil, Da Matta et al. (2010) estudaram 74 isolados de C. albicans de 9 estados,
porém nenhum da regido Norte, usando a técnica de MLST. Dessa forma foi verificado que a

maioria dos isolados (56%) eram pertencentes a um Unico clado.

Na cidade de Manaus, num levantamento de dados junto ao laboratério terceirizado
responsavel pela realizacdo das hemoculturas em sete hospitais publicos e um particular
foram identificadas 1390 hemoculturas positivas, no periodo de janeiro a dezembro de 2012,
das quais 133 (9,56%) foram positivas para Candida. Destas, Candida albicans representou
35% dos casos seguida por C. parapsilosis com 27% e C. tropicalis 26% (Dados obtidos do
Laborat6rio Reunidos). Além disso, sabe-se que as taxas de mortalidade em episodios de

candidemia sdo altas, podendo variar entre 21,9 a 76% (Viudes et al. 2002; Rodero et al.
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2005; Aquino et al. 2005; Colombo et al. 2006; Chang et al. 2008; Xavier et al. 2008; Franca
et al. 2008; Hinrichsen et al. 2008; Hinrichsen et al. 2009; Mondelli et al. 2012; Meyer et al.
2013).

Este é o primeiro estudo sobre candidemias e sua diversidade genética realizada na
cidade de Manaus — Amazonas, que concentra a totalidade de unidades de alta complexidade
em nosso estado, o que contribuird com informagdes para as Comissdes de Controle de
Infeccdo Hospitalar (CCIHs) para que se possa estabelecer novos caminhos com vistas a

prevencdo deste grave problema de satde publica.
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1. O Género Candida

O primeiro relato de Candida no ser humano foi feito em 1839 apds Langenbeck ter
isolado da cavidade oral de um paciente com afta bucal aquela que posteriormente se tornaria
a mais importante levedura de interesse médico, a Candida albicans. Mas, somente em 1923
essa espécie foi classificada por Berkhout (Barnett et al. 2000; Sidrim& Rocha, 2004).

O género Candida, compreende mais de 150 espécies, as quais apresentam células em
brotamento e ndo tem reproducéo sexual, podem formar pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras e
a coloracdo de suas colbnias pode variar de branca a creme ligeiramente acinzentadas. Sua
textura é cremosa ou membranosa com superficie rugosa, lisa ou sulcada, brilhante ou opaca.
Geralmente séo circulares e as bordas podem ser regulares ou irregulares. Podem ser
encontrados na maioria dos ecossistemas, estando presentes no solo, agua e alimentos e
colonizando homens e animais. Possui importante capacidade adaptativa e podem se
desenvolver tanto em aerobiose, quanto em anaerobiose. Candida albicans é considerada a
mais importante levedura patogénica oportunista, no entanto, nas Gltimas décadas as espécies
Candida ndo-albicans tém se tornado de fundamental importéncia pelas altas taxas de
infeccOes apresentadas, em especial Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida
krusei e Candida glabrata (Barnett et al. 2000; Lacaz et al. 2002; Giolo et al. 2010).

As espécies patogénicas do género Candida possuem diversos fatores de viruléncia
que podem aumentar a gravidade de uma infeccdo. Entre eles, estdo a producgéo de proteinases,
fosfolipases, adesinas, producdo de d-arabinitol, formacdo de biofilme e formacdo de hifas
(Calderone & Fonzi, 2001;Lacaz et al. 2002; Ibrahin et al. 2007).

Candida albicans distingue-se das outras espéecies por sua capacidade de produgéo de
clamidoconidios, isso pode ser observado quando é semeada em &gar fubd com adicdo de

tween-80, que reduz a tensdo superficial do meio. No entanto, C. dubliniensis, descrita como
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nova espécie em 1995, também forma essas estruturas nas mesmas condi¢des (Sulivan et al.
1995; Lacaz et al. 2002).

Na analise microscopica, C. albicans apresenta blastoconidios globosos ou ovais, com
e sem brotamento, hifas e pseudohifas, com constri¢des junto aos septos, hialinos. No cultivo
em lamina, apresenta clamidoconidios ao longo ou nas extremidades das hifas e pseudohifas.
Em temperatura ambiente, as colonias crescem em 24 a 72 horas e em meio Sabouraud
apresentam-se com textura glabrosa e com relevo convexo (Sidrim e Moreira, 1999). A
producdo de tubos germinativos, ao lado de clamidoconidios, servem para caracterizar C.
albicans (Lacaz, 2009). Além dessas técnicas hd as que se baseiam na fermentacdo e
assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio. Para facilitar esse processo existem os Kits
comerciais para identificagdo manual ou automatica como APl 20C AUX e ID32C
(BIOMERIEUX, Franca, Paris) ou o sistema automatizado VITEK®(BIOMERIEUX, Franca,
Paris) capazes de identificar uma enorme variedade de microrganismos. No entanto, as
técnicas de biologia molecular estdo sendo usadas cada vez mais na rotina de identificacdo.
Areas preservadas dos microrganismos, como 1TS1 e ITS2 sdo amplificadas por técnicas de
PCR e posteriormente as sequéncias analisadas através da ferramenta BLAST, que pode ser

encontrada no site do NCBI (http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/). Isso tem contribuido

para a melhora do diagnostico das infeccBes fungicas em especial aquelas oportunistas

(ARJUNA et al. 2005; LEAN et al. 2006).

2.2. Espécies cripticas do Complexo Candida parapsilosis

A aplicacdo das técnicas moleculares tem levado a descoberta continua de novas
espécies, como por exemplo, C. metapsilosis e C. orthopsilosis, que anteriormente eram
descritas como subgrupos Il e 11l de C. parapsilosis. Apds analise pela técnica de Multilocus

Sequence Typing (MLST) foram identificadas diferencas significativas em quatro genes
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COX3, L1A1L, SADH e SYAL o que permitiu que os subgrupos ganhassem o status de novas
espécies. Foi entdo proposto, que os subgrupos anteriormente denominados como Il e Ill
passassem a ser denominados como C. orthopsilosis e C. metapsilosis, respectivamente
(Tavanti et al. 2005).

Lockhart et al. (2008) comandaram um estudo da distribuicdo e suscetibilidade de
espécies cripticas de Candida parapsilosis entre os anos de 2001 e 2006. Nesse estudo, foram
utilizados 1929 isolados de C. parapsilosis de 89 centros médicos, de 29 paises em seis
continentes, provenientes da colecdo da Universidade de lowa e que faziam parte do estudo
ARTEMIS Global Surveillance. Atraves da técnica de PCR/RFLP, foram analisados 1929
isolados descritos anteriormente como C. parapsilosis. Apds analise por técnicas genotipicas
1762 (91,3%) isolados foram confirmados como C. parapsilosis,117 foram identificadas
como C. orthopsilosis (6,1%), 34 como C. metapsilosis (1,8%) e 16 como Lodderomyces
elongisporus. Né&o foi identificada resisténcia ao fluconazol nos isolados de C. orthopsilosis e
C. metapsilosis, e todos os isolados testados eram sensiveis a caspofungina, anidulafungina e
micafungina. Bonfietti et al. (2012), realizaram um estudo semelhante no Brasil e verificaram
que embora C. orthopsilosis e C. metapsilosis ndo fossem resistentes a fluconazol, os isolados

de C. orthopsilosis exigiram maior concentragdo desse antifingico (2mg/L).

2.3. Candidemia

Entre todas as espécies descritas de fungos, o0 género Candida é o mais importante em
se tratando das infeccGes hospitalares e representa um enorme desafio para garantir a
sobrevida dos pacientes. Sistemas de vigilancia norte-americanos a notificam como o sexto
principal patégeno das infecgbes nosocomiais, sendo o quarto mais importante agente das

infeccBes de corrente sanguinea (ICS) (ANVISA, 2004).
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Candidemia € a infeccdo de corrente sanguinea causada por leveduras do género
Candida. A principal espécie envolvida é a C. albicans, porém nos Gltimos anos as espécies
de Candida ndo-albicans ganharam bastante importancia (Giolo, 2010; Peman et al. 2012).
Entre as principais espécies de Candida ndo-albicans, as mais envolvidas sdo: C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. glabrata (Viudes et al. 2002; Colombo et al. 2006; Chang et al. 2008). Essas
infeccBes, além de aumentarem as taxas de mortalidade e o tempo de internagdo, produzem
consideraveis aumentos nos custos hospitalares, podendo chegar em cerca de 90.000 ddlares
em pacientes pediatricos e 40.000 délares em pacientes adultos (Zaoutis et al. 2005).

Embora a maioria das fungemias sejam causadas por fungos do género Candida,
outros patdgenos estdo sendo isolados nestas infeccGes. Rodrigues et al. (2010) isolaram
durante um estudo realizado na cidade de Bogota Sporobolomyces salmonicolor como agente
causador de um caso de fungemia fatal, o que demonstra que fungos existentes no meio
ambiente podem causar casos graves, mesmo em pacientes sem fatores de risco aparente.

Barros et al. (2009) isolaram pela primeira vez Kodamaea ohmeri como agente
causador de fungemia no Brasil. Na Italia, Santino et al. (2012) isolaram a mesma levedura a
partir de culturas sanguineas de dois pacientes imunocomprometidos. Mas, foi na india que
foi realizado o maior levantamento sobre fungemias por K. ohmeri, onde 38 isolados, que
anteriormente haviam sido identificados como C. tropicalis, foram identificados como K.

ohmeri apds técnicas de biologia molecular (Chakrabarti et al. 2013).

2.3.1. Candidemia no Mundo
Estudo sobre a epidemiologia das septicemias, realizado nos Estados Unidos
da América entre 0s anos de 1979 e 2000, demonstrou um incremento das sepsis fangicas em

207% (Martin et al. 2003). Com isso, o diagndstico das infecgdes sistémicas causadas por
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fungos ganha cada vez mais importancia. I1sso ocorre, tanto pelo alto grau de infeccbes
apresentadas, quanto pelos altos indices de resisténcia e taxas de mortalidade descritas.

Em 2004, Tortorano e colaboradores publicaram um estudo da Confederagéo Europeia
de Micologia Médica sobre candidemia analisando 2089 casos provenientes de 106
instituicGes de salide espalhadas por sete paises da Europa (Alemanha, Austria, Espanha,
Franca, Itdlia, Suécia e Reino Unido). Nele foram constatadas taxas de infec¢do que variaram
entre 0,20 e 0,38 casos/1000 admissdes. C. albicans foi a mais prevalente (56%), seguida de
C. glabrata (13,6%), C. parapsilosis (13,3%) e C. tropicalis (7,2%). A taxa de mortalidade
foi de 37,9%.

Na Espanha um estudo realizado no Hospital Universitario La Fe entre os anos de
1995 e 1997 isolou Candida em 145 hemoculturas, as quais apresentaram uma taxa de
mortalidade global em torno de 44%, e a espécie mais prevalente foi Candida albicans
(45,9%), seguida de C. parapsilosis (33,1%) e C. krusei (6,7%) (Viudes et al. 2002). Em
Lugo, também na Espanha, Cajoto et al. (2010) identificaram Candida rugosa como agente
causador de candidemia, 0 que mostra que novas espécies estdo aparecendo como importantes
causadoras destas infeccbes. Em 2012, Peman e colaboradores, realizaram um estudo mais
amplo, desta vez, envolvendo isolados provenientes de 44 hospitais espanhdis onde foram
identificados 1357 episddios de fungemia. C. albicans (44,66%) foi a mais prevalente,
seguida de C. parapsilosis (26,58%), no entanto, a terceira principal espécie mais isolada foi
C. glabrata (11,47%), diferentemente do que foi descrito por Viudes et al. (2002). A taxa de
infeccéo foi de 0,92 casos/1000 admissdes tendo sido relatada resisténcia dos isolados de C.
glabrata (24,1%) e C. krusei (81,5%) ao itraconazol (Peman et al. 2012). Ainda na Espanha,
um estudo multicéntrico avaliou 364 isolados provenientes de 44 hospitais diferentes. Todos
foram previamente identificados como C. parapsilosis. Para esse estudo foram usadas duas

técnicas de biologia molecular para a diferenciacdo das espécies. Primeiramente os isolados
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passaram por amplificacdo do gene SADH, com posterior digestdo enzimatica pela enzima de
restricdo Banl, e posteriormente foram sequenciadas as regides ITS1 e ITS4 do gene 28S
rRNA. Apoés andlise por técnicas de biologia molecular 90,7% dos casos foram confirmados
como C. parapsilosis seguida por C. orthopsilosis com 8,2% e C. metapsilosis com 1,1%.
Todos os isolados passaram por testes de sensibilidade e resisténcia significativa foi
encontrada somente nos isolados de C. parapsilosis (Cantdn et al. 2011).

Em outro estudo realizado em hospitais da Espanha e Italia foram analisados 995
episddios de candidemia distribuidos entre os anos de 2008 e 2010. As taxas de infec¢do nos
trés anos analisados se mantiveram estaveis e foram de 1,55 casos por 1000 admiss@es.
Evoluiram para 6bito 381 pacientes (39,9%) e as espécies mais isoladas foram C. albicans
com 58,4%, sequida de C. parapsilosis (19,5%), C. tropicalis (9,3%) e C. glabrata (8,3%)
(Bassetti et al. 2013). Blanco-Blanco et al.(2013), realizaram estudo entre 0os anos de 2007 e
2009 em um hospital universitario da Espanha com 52 casos de candidemia. Foram
realizadas analises genotipicas através da amplificagdo e sequenciamento das regifes ITS1 e
ITS4 do gene 28S rRNA, para diferenciacdo do complexo “psilosis”. C. albicans foi a mais
prevalente com 30,8% dos casos, seguida de por C. parapsilosis (25%) e C. orthopsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata (11,5%). Toro et al. (2010) optaram pela amplificacdo do gene
SADH e digestdo enzimatica utilizando a enzima de restricdo Banl, para avaliarem 122
isolados de hospitais espanhois. Desses, 101 isolados (91%) foram confirmados como C.
parapsilosis, 10 como C. orthopsilosis (8.2%) e um (0,8%) como C. metapsilosis.

Em Portugal, Silva et al. (2009) realizaram um estudo envolvendo 175 isolados
clinicos previamente identificados como C. parapsilosis e por meio de técnicas moleculares
160 isolados (91,4%) foram confirmadas como C. parapsilosis, 4 isolados (2,3%) foram
identificados como C. orthopsilosis e 5 isolados (2,9%) como C. metapsilosis. Alguns

isolados de C. parapsilosis apresentaram resisténcia dose dependente ao fluconazol e a
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Anfotericina B e todos os isolados de C. orthopsilosis e C. metapsilosis foram sensiveis a
estas drogas.

Na Franga, em um estudo comandado por Richet et al. (2002) com isolados de 25
hospitais franceses escolhidos aleatoriamente, foram encontradas taxas de infeccdo bem
inferiores as encontradas por Peman (2012). As taxas relatadas foram de 0,29 casos/1000
admissdes e 0,035 casos/1000 pacientes-dia, sendo a espécie C. albicans a mais prevalente
(53%).

Na Noruega, um estudo realizado entre os anos de 1991 e 2003, em todos 0s
laboratorios de microbiologia do pais identificaram C. albicans (70%) como a principal
levedura causadora de candidemias. O nimero de casos por 100.000 habitantes variou entre
6,5 e 15,6 (Sandven et al. 2006).

Na Suica, um estudo realizado em 17 Hospitais Universitarios com 1137 episodios de
candidemia identificou C. albicans como a mais prevalente, no entanto, diferente de outros
trabalhos ela foi apenas a sétima causadora de ICS, perfazendo 2,9% de todos os isolados das
ICS (Marchetti et al. 2004).

Na Alemanha, um estudo epidemioldgico realizado entre os anos de 2006 e 2011
relatou incidéncia de 0,09 casos/1000 por pacientes dia. Foram estudadas 682 unidades de
terapia intensiva e o género Candida foi identificado como o quarto causador das infecgdes de
corrente sanguinea (6,5%) com taxas de mortalidade de 21,9% para C. albicans e 29,7% para
as especies de Candida ndo-albicans (Meyer et al. 2013).

Na Islandia, em estudo realizado entre os anos de 2000 e 2011 com 208 casos de
candidemia, foram identificadas taxas de 5,7 casos por 100.000 habitantes tendo sido mais
prevalente em criancas e idosos. As espécies mais encontradas foram C. albicans com 56%

seguida de C. glabrata com 16% e C. tropicalis com 13% (Asmundsdottir et al. 2013).
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Na China, um estudo realizado por Ma e colaboradores (2013), analisou 133 casos de
candidemia entre os anos de 2009 e 2011 com a incidéncia variando entre 0,71 a 0,85 casos
por 1000 altas hospitalares. Nesse estudo, a espécie mais prevalente foi C. tropicalis com
28,6% dos casos, seguida por C. albicans (23,3%) e C. parapsilosis (19,5%) e a taxa de
mortalidade foi de 26% sendo que, pacientes infectados por C. tropicalis apresentaram taxas
mais elevadas (44,7%).

Em estudo epidemiolégico retrospectivo realizado em Soweto, Africa do Sul, foram
identificados 266 casos de candidemia entre os anos de 1990 e 2007. As taxas de infecgéo
variaram entre 2,8 a 3,6 casos por 10.000 admissdes hospitalares. As espécies mais
prevalentes foram C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata e as taxas brutas de
mortalidade foram de 60% (Kreusch et al. 2013).

Na América do Sul também existem varios estudos sobre candidemias. Na Argentina
foi realizado um estudo multicéntrico de fungemias entre abril de 1999 e abril de 2000, por
Rodero et al. (2005) em 36 instituicdes. C. albicans apareceu como a espécie mais prevalente
com (40,75%) dos casos, seguida por C. parapsilosis (28,67%) e C. tropicalis (15,84%). A
mortalidade geral neste estudo foi de 30%. Em 2008, Cheguirian e colaboradores realizaram
um levantamento em Cérdoba para verificar a prevaléncia de microrganismos causadores de
bacteremia e fungemia em pacientes oncoldgicos pediatricos. Dos isolados pesquisados
18,6% foram positivos para Candida, sendo C. parapsilosis a espécie mais encontrada no
estudo com 63,6% de incidéncia. No Chile, um estudo realizado entre outubro de 2001 e
agosto de 2003, apontou C. albicans como o principal agente etioldégico das candidemias
(44,4%) e as especies Candida ndo-albicans representaram 55,6%, sendo entre essas espécies,
C. tropicalis a mais prevalente (27,8%). Os isolados apresentaram alta sensibilidade a

Anfotericina B (100%) e moderada sensibilidade ao Fluconazol (88,8%) e Itraconazol
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(72,2%), sendo que as espécies de Candida ndo-albicans apresentaram os maiores niveis de
resisténcia (Ajenjo et al. 2011).

Em pesquisa comandada por Nucci et al. (2013), sobre candidemia na Ameérica
Latina, durante 24 meses em 20 centros hospitalares, e envolvendo sete paises (Argentina,
Brasil, Chile, Colombia, Equador, Honduras e Venezuela) foram identificados 672 casos de
candidemia sendo a mais prevalente C. albicans (37,6%), sequida por C. parapsilosis (26,5) e
C. tropicalis (17,6%). A taxa geral de infeccdo foi de 1,18/1000 admissdes e 0,23/1000
pacientes/dia. A Argentina foi o pais que apresentou as taxas mais altas (1,95/1000 admissdes
e 0,24/1000 pacientes dia) e o Chile o que apresentou as menores taxas (0,33/1000 admissdes
e 0,09/1000 pacientes dia). Nesse estudo, o Brasil apresentou taxas de 1,38/1000 admissoes e
0,26/1000 pacientes dia. Esse foi o maior estudo epidemioldgico sobre candidemias até o

presente momento realizado na América Latina.

2.3.2 Candidemia no Brasil

No Brasil, varios estudos foram realizados nas Ultimas décadas apontando, na maioria
das vezes, a espécie C. albicans como a mais prevalente das ICS, com taxas que variaram
entre 44% e 52,2% (Aquino et al. 2005; Colombo et al. 2006; Chang et al. 2008; Xavier et al.
2008; Franca et al. 2008; Motta et al. 2010). Dados divergentes foram encontrados em Recife-
PE e Botucatu-SP, onde a principal espécie isolada foi C. parapsilosis (Hinrichsen et al. 2008;
Mondelli et al. 2008; Parahyn et al. 2009) e em Londrina-PR, onde a espécie mais isolada foi
C. tropicalis (Furlaneto, 2011). Conhecer a espécie mais prevalente é de enorme importancia,
pois as taxas de mortalidade dessas infeccOes sdo extremamente altas, podendo variar entre
51,9 e 76% dos pacientes infectados (Aquino et al. 2005; Chang et al. 2008; Hinrichsen et al.

2008; Mondelli et al. 2008; Xavier et al. 2008; Franca et al. 2008).



26

Bonfietti et al. (2012) realizaram um estudo envolvendo espécies cripticas de C.
parapsilosis. Por meio de técnicas de PCR/RFLP, foram estudados 152 isolados de cultura
sanguinea, de 17 centros hospitalares distribuidos em dois estados distintos e coletadas entre
0s anos de 1997 e 2011. Desses isolados, 90,8% foram confirmados como C. parapsilosis, no
entanto, 8,6% foram reidentificados como C. orthopsilosis e 0,6% como C. metapsilosis.
Outro estudo envolvendo candidemias causadas pelo complexo C. parapsilosis foi realizado
por Ruiz et al. (2013) que analisaram 49 isolados anteriormente identificados como C.
parapsilosis pelos métodos convencionais. Apds analise por técnicas de biologia molecular
foram confirmados 83,7% dos isolados como C. parapsilosis, 10, 2% como C. orthopsilosis e
6,1% como C. metapsilosis. Em 2013, Oliveira et al. relataram trés casos de candidemia
envolvendo espécies cripticas do complexo C. parapsilosis, sendo dois casos identificados
como C. orthopsilosis e um caso como C. metapsilosis. Este trabalho foi a primeira descrigcéo
de mortes em criancgas e neonatos envolvendo essas espécies no Brasil.

No Brasil, Moretti et al. (2013) fizeram um estudo retrospectivo entre os anos de 2006
e 2010 sobre as candidemias em um hospital universitario, cujas espécies mais prevalentes
foram Candida albicans 44 %, seguida por C. tropicalis (21,7%), C. parapsilosis (14,4 %), C.
glabrata (11,2 %), e C. krusei ( 3,5 % ).

Candidemias envolvendo Candida pelliculosa sdo raramente descritas na literatura.
Silva et al. (2013) relataram cinco casos envolvendo essa levedura em uma UTI neonatal no
estado de Pernambuco, Brasil. Todos os pacientes receberam tratamento com antifngicos e
obtiveram bons resultados. Estudos genotipicos demonstraram semelhanga clonal entre os
diferentes isolados o que demonstra que as leveduras provavelmente tiveram a mesma origem.

Mas, foi a Rede Nacional de Vigilancia de Candidemia que realizou o primeiro e
Unico estudo multicéntrico no Brasil pelo que se tem conhecimento. Foram coletados isolados

de 11 hospitais terciarios localizados em nove estados brasileiros. Participaram desse estudo
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Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Parana, Espirito Santo e Distrito Federal. Os
estudos analisaram a incidéncia, distribuicdo e perfis de resisténcia, no qual foram detectados
um total de 712 casos de candidemia, sendo 40,9% por Candida albicans, 20,9% por C.
tropicalis, 20,5% por C. parapsilosis, 6,2% por C. pelliculosa, 4,9% por C. glabrata, 2,4%
por C. guilliermondii e 3,7% para outras espécies. A incidéncia de infeccdo por Candida foi
de 2,49 casos/1000 admisses e 0,37 casos/1000 paciente dia (Colombo et al. 2006). indices
de infeccdo diferentes foram constatados em estudo publicado em 2010, onde foram
identificadas taxas de 1,87 casos/1000 internagOes e 0,27 casos/1000 pacientes dias (Motta et
al. 2010).

Em um estudo de vigilancia epidemioldgica, onde foram coletadas 61 isolados de
Candida albicans de 11 hospitais terciarios de 9 estados brasileiros, foi realizada a
caracterizacdo genética através da técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST). Nesse
estudo ficou demonstrado que 56% dos isolados eram pertencentes ao clado 1, seguido por
10% dos clados 3 e 8. O Clado 2 foi isolado pela primeira vez na América do Sul neste estudo

(Da Matta et al. 2010).

2.4. Uso de Multilocus Sequence Typing (MLST) para tipagem de
Candida

As tipagens moleculares, para a caracterizacdo de agentes patogénicos, sempre foram
complicadas devido as dificuldades encontradas para comparar os mais diversos estudos pelo
mundo. Em 1998, um grupo de pesquisadores americanos comandados por Maiden e
colaboradores propuseram uma nova metodologia que consistia na analise de genes de um
determinado microrganismo. Decidiram entdo, estudar 11 genes que foram denominados
como “housekeeping genes” de 107 isolados de Neisseria meningitidis. Foi observado que os

mesmos genes se repetiam em isolados com idénticos fatores de viruléncia, ou seja, os fatores
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de viruléncia estavam diretamente associados a similaridade existente em cada um daqueles
genes. A técnica permitia reprodutibilidade e comparacdo de estudos nas mais diversas partes
do mundo através de um “World Wide Web Site”, o que significou uma revolucdo das
técnicas de tipagem molecular. Esse estudo abriu as portas para outras anélises das mais
variadas espécies (Maiden et al. 1998).

A técnica envolve primeiramente uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacdo do DNA. Sua caracterizacdo é baseada na analise de pequenos fragmentos de
DNA denominados “housekeeping genes” que possuem aproximadamente 450 a 500 pares de
base (bp). As diferencas encontradas nesses fragmentos sdo responsaveis pela diferenciagdo
das espécies e atraves desses perfis pode-se identificar os ancestrais daquela cepa (Lyon et al.
2010).

Durante alguns anos dois grupos de pesquisadores trabalharam para identificar quais
seriam os melhores “housekeeping genes” para a correta diferenciacdo de C. albicans. Em
trabalho publicado por Bougnoux et al. (2002) foram analisados 6 “housekeeping genes” na
tentativa de padronizacdo de uma técnica eficaz para a analise de C. albicans. Posteriormente
Tavanti et al. (2003) propuseram a inclusdo de quatro novos fragmentos para analise, AAT 1a,
AAT1b, MPI e ZWF1. Apés inumeros estudos esses dois grupos de pesquisadores
estabeleceram em 2003, os sete “housekeeping genes” ideais para a tipagem molecular de C.
albicans como sendo: AAT1a, ACC1l, ADP1, MPIb, SYAl, VPS13, ZWF1lb. Essa
metodologia possui alta resolutividade e ndo permite a anélise subjetiva, e 0s resultados
podem ser divididos pelos mais variados grupos de pesquisadores espalhados pelo mundo
(Odds et al. 2007, Odds, Jacobsen, 2008).

Em 2002, Bougnoux et al. publicaram um trabalho onde foram analisadas 6
“housekeeping genes” de 40 cepas provenientes de isolados clinicos de C. albicans, na Franca.

Os resultados demonstraram que 73% dos isolados apresentavam similaridades genéticas
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entre eles e puderam ser observados 39 combinagfes genotipicas diferentes entre os alelos
encontrados resultando em 39 DSTs. No geral, esse estudo demonstrou que o0 MLST é um
método altamente discriminatorio e estavel para caracterizacdo inequivoca de C. albicans
(Bougnoux et al. 2002).

Tavanti et al. (2003) estudaram 75 isolados de C. albicans provenientes de diversas
regides geogréficas e de sitios clinicos. Nesse estudo foram testados oito fragmentos de genes
distintos, quatro ja testados anteriormente e quatro novos fragmentos: AAT1a, AAT1b, MPl e
ZWF1. Nesse estudo foram encontrados 46 DTSs Unicos e foi proposto que o MLST fosse
realizado a partir de oito fragmentos de genes.

Essa metodologia é realizada com sucesso para a diferenciacdo de C. albicans e C.
dubliniensis que sdo duas espécies filogeneticamente muito préximas e que ndo podem ser
diferenciadas por caracteristicas fenotipicas. Em estudo realizados por McManaus et al.
(2008) foi estabelecido o consenso para a analise de MLST nos isolados de C. dubliniensis.
As analises mostraram que os isolados de C. dubliniensis possuem menor variacdo genética
do que os isolados de C. albicans e ficou estabelecido que os genes CdAAT1b, CdACCL,
CdMPIb, Cd, RPN2, CdSYA1l e exCdVPS13, eram o0s que deveriam ser analisados na
metodologia de MLST para C. dubliniensis (McManaus, 2008).

Em 2005, Tavanti e colaboradores analisaram através da técnica de MLST 416
isolados de Candida albicans identificando 4 grandes “clados” estreitamente relacionados e 8
“clados” menores. No estudo ficou demonstrado que a resisténcia de alguns isolados a
flucitosina apresentava uma mutagdo Unica no gene FURL1 que, provavelmente € a
responsavel pela sua resisténcia. 1sso demonstra que variacOes especificas em determinados
genes podem estar diretamente relacionados com os fatores de viruléncia de determinadas

cepas.
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Lott et al. (2010) realizaram um estudo envolvendo MLST em populacbes de C.
glabrata, nos Estados Unidos. Essa espécie tem obtido bastante importancia nos ultimos anos
por ser patdgeno emergente nas infecgdes de corrente sanguinea (ICS) e ainda ser pouco
conhecido do ponto de vista da estrutura populacional e genética de suas cepas. Foram
analisados 230 isolados divididos em 5 grupos entre os anos de 1992 e 1998, das cidades
americanas de S&o Francisco, Atlanta e Baltimore de 14 hospitais diferentes. Foi identificado
nesse estudo uma prevaléncia maior dos subtipos ST3 e ST16 na cidade de Atlanta quando
comparado com as demais cidades.

Na China, Wu et al. (2012) comandaram um estudo utilizando a técnica de MLST para
a caracterizacdo de 58 isolados de C. tropicalis. Foram identificados 52 DSTs, dos quais
todos os novos DTSs foram incluidos no banco de dados do MLST. Nesse estudo foram
encontradas cepas com caracteristicas genéticas semelhantes as encontradas em Taiwan,
Bélgica, Brasil e EUA. Ainda na China, Xiao et al. (2012) realizaram estudo com cepas
isoladas a partir de pacientes internados em uma unidade de terapia intensiva entre 0s anos de
2009 e 2011. De um total de 51 isolados foram analisados 17 que eram provenientes de 15
pacientes e de duas amostras de cateter venoso central (CVC). Foram encontrados 15 DSTs
diferentes e um mesmo isolado com caracteristicas genotipicas idénticas foi identificado tanto
no CVC, quanto no isolado do sangue do paciente, confirmando que um dos casos de
candidemia estava diretamente relacionado com o cateter do paciente.

Em Israel, Alastruey et al. (2013) realizaram o primeiro estudo utilizando a técnica de
MLST com 42 isolados de C. albicans. Desses, 20 eram provenientes de infecgéo de corrente
sanguinea e 22 de infecgcbes superficiais. Foram identificados 37 DSTs, sendo que 17 ainda
ndo haviam sido identificados anteriormente.

Odds et al. (2007) analisaram 1391 isolados provenientes de diversas partes do mundo

e identificaram o DST69 como 0 mais comum e o responsavel por ser o fundador do maior
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grupo clonal para C. albicans. Dados semelhantes foram encontrados por Da Matta et al.
(2010) que analisaram 63 isolados provenientes de 61 pacientes diferentes e identificaram o
DST69 como o mais comum no Brasil. Esse DST foi identificado em 10 isolados
provenientes de seis centros médicos distintos localizados em 6 cidades diferentes. O
sequenciamento através do MLST permite os agrupamentos em clados, permitindo a
verificacdo do ancestral de cada cepa. No mundo, os clados mais presentes sdo 0 1, 2, 3, e 4,
mas nos estudos realizados na América do Sul as cepas provenientes do clado 2 ndo foram
encontradas. Foi nesse estudo que foi encontrada a primeira cepa proveniente do clado 02 na
América do Sul, diferentemente do que acontece em outros continentes onde ela ocorre com

maior frequéncia.
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3. OBJETIVO GERAL

Determinar a incidéncia de candidemia em pacientes internados em Unidades
Hospitalares de Manaus — AM e caracterizar os isolados de Candida quanto a diversidade

genética.

3.1 Objetivos especificos

1. Verificar a incidéncia de fungemias causadas por Candida nas 11 unidades
hospitalares de Manaus incluidas no estudo;

2. ldentificar o perfil das pessoas acometidas pelas candidemias;

3. Determinar a diversidade genética de Candida albicans isoladas das hemoculturas
pela técnica de tipagem molecular por sequenciamento de multilocus (MLST) para

tracar um perfil epidemiolégico;

4. ldentificar espécies cripticas entre isolados de Candida parapsilosis provenientes das

hemoculturas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Modelo

Estudo transversal, descritivo e observacional.

4.2. Universo

Foram utilizados isolados de Candida provenientes de pacientes internados em 10
Unidade Pudblicas de Salde e uma Privada da cidade de Manaus, no periodo de Janeiro a
Dezembro de 2013. A maioria das Unidades de Saude eram Hospitais Infantis e Maternidades.

As hemoculturas demandadas por todas essas Unidades Hospitalares foram feitas
rotineiramente por um laboratdrio terceirizado de onde os isolados de Candida foram obtidos.
As coletas nas enfermarias foram realizadas pela prépria equipe do laboratério e as das UTIs
pelas equipes de enfermagens de cada uma das unidades, em frascos de hemocultura da
Becton, Dickinson and Company (BD, Paris, Franca). Apds a chegada dos frascos no
laboratdrio, os mesmos eram colocados nos equipamentos Bactec 9120 ou Bactec 9050
Becton, Dickinson and Company (BD, Paris, Franca). No caso de culturas positivas, 0s
equipamentos emitiam um sinal entre 24 & 72 horas ap6s a incubagdo. Em seguida, as mesmas
eram retiradas dos equipamentos e semeadas em meios de cultura seletivos (Agar Sangue,
Agar Mac Conkey, Agar Sabouraud e Agar Chocolate). Apds o crescimento era realizada uma
coloragéo de Gram para definir se a amostra era bacteriana (Gram negativa ou Gram positiva)
ou levedura. Posteriormente era preparada uma suspensdo com 3mL de salina a 0,45%
(bioMérieux, Paris, Franca) e com o densiChek® (bioMérieux, Paris, Franca) feita a leitura da
escala McFarland que deveria ficar entre 1,8 a 2,4. Depois era utilizado um cartdo de leitura
no equipamento Vitek® (bioMérieux, Paris, Franca) que determinava qual o micro-organismo

isolado e o seu respectivo fungigrama em 24 horas. Os positivos para o género Candida eram
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repicados em tubo de ensaio com meio de cultura Agar Sabouraud e enviados ao laboratorio

de micologia do Instituto Lednidas e Maria Deane/ Fiocruz-Amazonia.

Foram incluidos todos os pacientes que possuiam pelo menos uma hemocultura
positiva para Candida e sinais e sintomas de infecgdo sistémica. Um mesmo paciente foi
considerado como novo caso quando houve uma nova hemocultura positiva apds 30 dias do
primeiro caso detectado. Também foram considerados como novos casos as infecgdes por C.
albicans de um mesmo paciente com perfil genotipico divergente ap6s a analise de MLST,
mesmo que ndo fosse obedecido o intervalo de 30 dias.

Foram excluidos do presente estudo todos os pacientes que tiveram hemoculturas
positivas para Candida e que néo apresentaram sinais e sintomas de infecgéo sistémica, ou
aqueles isolados que perderam a viabilidade por algum motivo, ou ndo puderam ser
recuperadas apos semeadura em Agar Sabouraud para envio ao laboratério de Micologia da
Fiocruz-AM.

Foram consideradas como criancas os pacientes com idade <14 anos segundo 0S
critérios adotados pelo Ministério da Satde. Dados como género, idade, local de internagdo
no momento da identificagdo do caso, espécies isoladas e a evolucdo (alta ou 6bito) foram
analisados no presente estudo para identificar o perfil das pessoas acometidas pelas
candidemias. Esses dados foram levantados junto ao Servico de Arquivo Médico e
Estatisticas (SAME) de cada uma das unidades, conforme autorizagdo para utilizacdo dos
mesmos (Anexo 01 e Anexo 02). Essas autorizagOes foram dadas tanto pela Secretaria
Estadual de Saude, quanto pelos Diretores de cada uma das Unidades. O presente trabalho foi

aprovado pelo CEP com o0 CAAE 12200612.3.0000.5020 (ANEXO 03)
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4.3. Procedimentos

No estudo foram utilizadas as cepas previamente isoladas das hemoculturas realizadas

pelo Laboratorio terceirizado provenientes das Unidades Hospitalares estudadas.

Os pacientes, ou 0s responsaveis, de todos os casos positivos para Candida foram
procurados pelas Comissdes de Controle de Infecgdo Hospitalar, afim de que fosse autorizado
0 uso do microrganismo isolado através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) (Anexo 04 e Anexo 05).

Todos os isolados de Candida que foram recebidos no Laboratdrio de Biodiversidade
em Saude/Micologia do ILMD-Fiocruz, foram submetidos a analise de pureza e confirmagéo
das espécies previamente identificadas, através do cultivo em CHROMagar Candida ®(BD,
Paris, Franca). Os isolados sem identificacdo da espécie foram cultivados em Agar Sabouraud

e identificados pelo Kit de Identificacdo APl 20C (bioMérieux).

Os isolados originais foram repicados em duplicata em tubos de ensaio com meio de
cultura Agar Sabouraud glicose 2% e armazenados no Laboratério de Biodiversidade em
Saude/Micologia do ILMD-Fiocruz para posterior preservacdo e deposito na Colegédo

Bioldgica do ILMD.

A extracdo do DNA foi feita utilizando membrana de silica (Kit QlAamp Tissue and
Blood, Qiagen, Hilden, Germany). Cerca de 90 mg de biomassa de levedura foram
transferidas com auxilio de alca bacterioldgica descartavel para microtubo contendo 1mL do
meio liquido YPD (1% extrato de levedura; 2% glicose; 2% peptona) e incubado a 30°C
durante 16 a 24 horas. Apos centrifugar a 8000 rpm (5200 RCF) por 1 minuto e desprezar o
sobrenadante era acrescido ao microtubo 180 pL de tampéo de lise (ATL) e pérolas de vidro
lavadas em é&cido. As células eram rompidas com choque mecéanico através de maceracao

durante 2 minutos e depois procedia-se a extracdo gendmica com adicdo de Proteinase K
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overnight a 56°C. Apo0s este periodo, era adicionado 200 pL de tampédo de guanidina (AL) e
feita agitacdo a frio em voértex por 15s para posterior incubagdo por 10 min a 72 °C, em
termobloco. Em seguida, era adicionado o mesmo volume, 200 pL, desta vez de etanol e feita
a homogeneizacdo em agitador. A mistura era transferida para as colunas de silica e
centrifugada a 8000 rpm (5200 RCF) por 1 min. O material era transferido para um novo tubo
da coluna e 500 pL do primeiro tampdo de lavagem eram adicionados a coluna (AW1), para
em seguida, ser centrifugado por 1 min a 8000 rpm (5200 RCF). Novamente procedia-se a
troca do tubo da coluna e 500 puL do segundo tampdo de lavagem (AW2) eram adicionados a
coluna de silica, e centrifugado a 14000 rpm (15900 RCF) por 3 min. O DNA era recuperado
com 100 pL de tampédo de eluicdo (AE) proprio do kit, apos centrifugacdo a 8000 rpm (5200

RCF) por 1 min. A coluna era desprezada e o filtrado armazenado a -20 °C.

A diferenciacdo das espécies cripticas C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis foi feita através da Amplificacdo do gene SADH. Primeiramente, foi realizada
uma PCR com os primers S1F (5-GTTGATGCTGTTGGATTGT-3) e S1R (5-
CAATGCCAAATCTCCCAA-3). As condicdes de amplificacdo foram as seguintes: um
ciclo de desnaturacdo inicial por 5 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 1 min a 94°C, com 1
min a 50°C de anelamento de primers e 1 min a 72°C para extensdo, com uma extenséo final
de 10 min a 72°C. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose
(2%) em tampdo Tris-Borato- EDTA (TBE), tamp&o (89 mM Tris base, &cido borico 89 mM
acido, 2 mM de EDTA) 0,5 M 20 mL; 1.000 ml de TBE, a 100 volts durante 1 h a
temperatura ambiente. Amplicons no gel foram corados com SYBR® Safe. C. parapsilosis
(ATCC 40038), C. orthopsilosis (ATCC 40304) e C. metapsilosis (ATCC 40305) cedidos da
Colecédo de Cultura do INCQS/Fiocruz foram utilizados como controle. Os produtos de PCR
(fragmento de 716 pb) obtido a partir de C. parapsilosis foram digeridos com a enzima de

restricdo Banl num volume de rea¢do 30 pL contendo 16,5 pL de agua ultra pura, 10 pL do
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produto da PCR, 2 pL de tampéo 10X e 1,5 pL de Banl (20 U/mL) (Tavanti et al. 2005,
Tavanti et al. 2007, Bonfietti et al. 2012). A corrida foi feita em gel de agarose a 2% corado
com SYBR® Safe. Foi utilizado Tampédo TBE na corrida de eletroforese com um marcador
de 100 pb. Bandas de DNA foram visualizados por transiluminacdo de UV. Apos digestdo
enzimatica com a enzima de restricdo Banl, Candida orthopsilosis se caracterizarou em gel
de agarose pela presenca de Unica banda de 716 pb, C. parapsilosis, por duas bandas (521 pb

e 196 pb) e C. metapsilosis por quatro bandas (370 pb, 188 pb, 93pb e 60 pb).

Na analise do MLST a amplificacdo dos genes foi baseada na metodologia proposta
por Bougnoux et al. (2002), Bougnoux et al. (2003) e Da Mata et al. (2010). Foram
sequenciados 7 “housekeeping genes” de C. albicans. Na Tabela 01 estdo listados os

fragmentos de genes que foram amplificados com as sequéncias dos respectivos primers.

A amplificacdo dos fragmentos pela PCR foi feita com volume final de reacdo de 25ul
contendo ~40ng de DNA gendmico e as seguintes concentragdes finais de reagentes: 17,5ul
agua ultrapura, 2,5ul solucdo tampdo a 10X sem MgCly, 1,0ul de MgCl; a 50mM, 0,5ul de
dNTPs a 10mM, 1 pl de cada primer forward e reverse a 5mM e 0,5 U de Taqg DNA
polimerase. As condicdes da reacdo de PCR foram desnaturacdo por 10 minutos a 94°C
seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, hibridizacdo por 1 minuto a 52°C,

extensdo por 1 minuto a 72°C e extensdo final por 10 minutos a 72°C.

ApoGs essa etapa foi feita a purificacdo dos produtos de PCR por PEG 8000

(Polietilenoglicol) (Anexo 06).
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Tabela 01: Lista de fragmentos de genes que foram amplificados no ensaio do MLST para C. albicans com as
sequéncias dos respectivos primers.

Gene Produto do Gene | Primers Tamanho do | Fragmentos
Amplicon (pb) seqlienciados
(pb)
AATla | Asparato Fwd 5’- | 478 373
Aminotransferase | ACTCAAGCTAGATTTTTGGC-
3,
Rev 5’-
CAGCAACATGATTAGCCC-3
ACC1 Acetil coenzima Fwd 5’- | 519 407
A carboxilase GCAAGAGAAATTTTAATTCAA
TG-3’
Rev 5’-
TTCATCAACATCATCCAAGTG-
3
ADP1 Permease Fwd 5’- | 537 443
ATPdependente GAGCCAAGTATGAATGATTTG
-3’
Rev 5’-
TTGATCAACAAACCCGATAAT
-3
MPIb Manose fosfato Fwd 5- | 486 375
Isomerase ACCAGAAATGGCCATTGC-3’
Rev 5’-
GCAGCCATGCATTCAATTAT-
3,
SYAl Alanil-RNA Fwd 5°- | 543 391
Sintetase AGAAGAATTGTTGCTGTTACT
G-3
Rev 5’-
GTTACCTTTACCACCAGCTTT-
3,
VPS13 Proteina Fwd 5-| 741 403
Vacuolar TCGTTGAGAGATAATCGACTT
-3’
Rev 5’-
ACGGATGGATCTCCAGTCC-3’
ZWF1 Glicose-6-fosfato | Fwd 5- | 702 491
Desidrogenase GTTTCATTTGATCCTGAAGC-3’
Rev 5’-
GCCATTGATAAGTACCTGGAT
-3’

A reacéo de sequenciamento foi feita de acordo com as instrucdes do fabricante do Kit
BigDye ® Terminator VV3.1. Seu volume final foi de 10 ul contendo ~5 a 20ng de produto
amplificado e as seguintes concentracdes finais de reagentes: 5,7ul &gua ultrapura, 1,0ul do
primer especifico a 3,3mM, 0,3ul de BigDye a 2,5x, 2,0ul de tamp&o a 5x e 1 pul de produto

amplificado. As condicdes da reacdo de sequenciamento foram desnaturagdo por 1 minuto a
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95°C seguido de 20 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 10 segundos, hibridizacéo a 55°C por
15 segundos e extensdo a 60°C por 2 minutos seguidos de 10 ciclos de desnaturacio a 95°C
por 10 segundos, hibridizacdo a 55°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 3 minutos, com
extensdo final a 72°C por 7minutos. Apds esse procedimento foi realizada a purificagdo da

reacdo de sequenciamento conforme o Anexo 07.

A eletroforese capilar foi realizada pelo sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer. E
cada cepa foi caracterizada quanto aos DSTs que resultaram da combinacéo dos alelos obtidos

dos 7 genes estudados.

Apos a obtencdo dos cromatogramas, 0s mesmo eram corrigidos e as sequéncias

copiadas e levadas para o site oficial do MLST (http://calbicans.mlst.net) para a verificacdo
do alelo correspondente aquela sequéncia como pode ser verificado na Figura 01 que mostra o
alelo 102 para o gene AAT1a. Através desse procedimento foram identificados os respectivos
alelos para cada um dos genes de cada um dos isolados. Essa combinacdo foi novamente
depositada no Banco de Dados do MLST para que fosse identificada o DST correspondente
para aquele isolado, conforme é observado na Figura 02, onde ha a identificacdo do DST 435

para C. albicans.
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As sequéncias obtidas na forma de cromatogramas foram alinhadas utilizando o
Programa Geneious v6.0.6. Os sitios heterozigéticos foram substituidos pelas letras K, M, S,
R, Y e W padronizadas pelo sistema internacional de codigos IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry). Cada uma dessas letras correspondem a uma heterozigose.
Quando a sequéncia apresenta uma heterozigose envolvendo as bases G+T=K / A+C=M /
C+G=S / A+G=R / C+T=Y e A+T=W. As sequéncias Forward e Reverse foram alinhadas

gerando uma sequéncia consenso que foi analisada no site (http://www.calbicans.mlst.net)

para que fossem identificados os alelos para cada um dos genes e seus respectivos DTSs.

Essas combinagdes foram depositadas nesse banco de dados.

O programa eBURST v3 foi utilizado para identificar o provavel ancestral comum

entre os complexos clonais para estabelecer possiveis relagdes evolutivas entre as cepas.

As analises estatisticas foram realizadas através de analise exploratéria de dados e a
incidéncia foi calculada por 1000 pacientes/dia e 1000 internagoes.
Foram excluidos, dos calculos de incidéncia, os Hospitais 06 e 07, pois 0s seus

respectivos SAMESs ndo informaram os dados necessarios para o presente estudo.
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5. RESULTADOS

5.1. Incidéncia das espécies, distribui¢cdo dos casos por unidade e perfil das

candidemias

Das 1349 hemoculturas positivas coletadas, entre 01 de janeiro de 2013 e 31 de
dezembro de 2013, nos 11 hospitais estudados, o género Staphylococcus foi o mais prevalente
nas infeccdes de corrente sanguinea com 691 isolados (51,22%) seguido pelo género Candida
com 116 isolados (8,60%) (Dados do Laboratério Reunidos). Desses, apenas 101 fizeram
parte do presente estudo (Anexo 08) , onde foram encontradas 10 espécies diferentes como
agentes causadores de candidemia (tabela 02). Um total de 15 isolados néo foram recuperados
pelo laboratorio terceirizado responsavel pelos exames e ndo foram enviados ao laboratério de
micologia, sendo excluidos do presente estudo. Candida albicans foi a espécie mais
prevalente representando 35,64% dos casos, seguida por Candida tropicalis com 30,69%,
Candida parapsilosis com 17,82%, Candida haemulonii, Candida orthopsilosis e Candida
glabrata com 2,97%, Candida guilliermondii e Candida sp. com 1,89% e Candida famata,

Candida metapsilosis e Candida pelliculosa com 0,99% dos casos (Tabela 02).

Tabela 02: Distribuicdo das espécies do género Candida isoladas das hemoculturas dos pacientes internados em
11 unidades hospitalares do municipio de Manaus — AM no ano de 2013.

Espécie N° de casos/espécies Frequéncia
Candida albicans 36 35,64%
Candida tropicalis 31 30,69%
Candida parapsilosis 18 17,82%
Candida haemulonii 3 2,97%
Candida glabrata 3 2,97%
Candida orthopsilosis 3 2,97%
Candida guilliermondii 2 1,98%
Candida sp. 2 1,98%
Candida famata 1 0,99%
Candida metapsilosis 1 0,99%
Candida pelliculosa 1 0,99%

Total 101 100,0%
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Todos os isolados foram primeiramente confirmados pelo repique em meio de cultura
CHROMagar Candida ®(BD, Paris, Franca) com a identificacdo por meio de coloracéo das
colénias (Figura 01). Os isolados 45 e 47, que foram coletados de um mesmo paciente e, que
haviam sido identificados como C. parapsilosis, ndo apresentaram o padréo de coloracédo
esperado, quando semeados em meio de cultura CHROMagar Candida. Os mesmos foram
analisados por meio de testes bioquimicos APl 20C (bioMérieux, Paris, Franca), no entanto,

os resultados ndo foram conclusivos e apenas indicaram uma probabilidade de cerca de 65%

de se tratar de um isolado de Candida lusitaniae (Figura 03).

Figura 03: Apresentacdo de culturas de Candida albicans (1), Candida guilliermondii (2), Candida parapsilosis
(3), Candida glabrata (4), Candida pelliculosa (5), Candida tropicalis (6), Candida famata (7), Candida
haemulonii (8), Candida sp. (9)*

*Isolado identificado primariamente como C. parapsilosis

Fonte: o autor



44

No presente estudo foi identificada também a levedura Kodamaea ohmeri, um estagio
teleomorfo de Candida guilliermondii var. membranifaciens. Em meio de cultura Agar
Sabouraud a levedura apresentou coldnias de coloracdo branca a creme, rugosa, com bordas
irregulares e colénias com coloragdo variando do azul para rosa em meio CHROMagar
Candida ®. Testes bioquimicos (APl 20C) e genotipicos (PCR e sequenciamento)

confirmaram a espécie Kodamaea ohmeri (Figura 04).

Figura 04: Kodamaea ohmeri em Agar Sabouraud

Fonte: o autor

Dos 87 casos de candidemia, estudados no trabalho, ocorridos em 83 pacientes, foram
encontrados 101 isolados de Candida. Houve, dois casos de candidemia recorrente, ou seja, a
mesma espécie infectando um paciente ap6s 30 dias do primeiro diagndstico e em dois casos
um mesmo paciente apresentou candidemia por espécies diferentes das isoladas inicialmente.

Estes dois casos foram considerados como novas infecgdes (tabela 03).

O Hospital 11 foi o que apresentou o maior percentual de casos de Candidemia ao

longo do periodo estudado com 29,72% das hemoculturas positivas para Candida. Vale
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ressaltar, que este hospital foi incluido no estudo a partir de setembro, pois s6 nesse més
comegou-se a receber os seus isolados. No total esse hospital apresentou 37 hemoculturas
positivas, nas quais foram encontrados 11 isolados do género Candida, desses, apenas quatro
foram recuperados para a realizagdo do estudo. O hospital 10 foi o segundo em percentual de
casos com 23,08%, seguido do hospital 01 com 22,37% de suas culturas positivas para o

género Candida.

Tabela 03: Numero de hemoculturas positivas, nimero de isolados e % de culturas positivas para Candida,
nimero de pacientes acometidos com candidemia, nimero de casos e numero de isolados analisados em cada
uma das 11 unidade hospitalares estudadas na cidade de Manaus-AM, no ano de 2013.

Hemoculturas

No. _ do Her_n_oculturas positivas para No._ de No. de Casos No. de isola_dos
Hospital positivas Candida Pacientes estudados/hospital
1 219 49 (22,37%) 35 40 47

2 62 4 (6,45%)

3 13 2 (15,38%)

4 64 3 (4,69%)

5 129 11 (8,53%) 10 10

6 368 10 (2,72%) 10 10 10

7 171 11 (6,43%) 10 10

8 78 2 (2,56%)

9 195 10 (5,13% 8 7 10

10 13 3 (23,08%) 2 2 3

11 37 11 (29,73%) 8 8 4

TOTAL 1349 116 (8,60%0 94 98 101

Entre os hospitais que participaram do estudo o hospital 01 foi o que apresentou o
maior namero de casos de candidemia estudados com 40 no total (40,8%), seguido pelos
hospitais 05, 06, 07 com 10 casos (10,2%), hospital 11 com 8 casos (8,2%), hospital 09 com 7
casos (7,1%), hospital 02 com 4 casos (4,1%), hospital 04 com 3 casos (3,1%) e hospitais 03,
08, 10 com 2 casos (2,0%) (Tabela 03).

A tabela 03 mostra o quantitavivo de casos nas 11 unidades estudadas e esse foi 0

quantitativo utilizado para o calculo da incidéncia, tendo em vista que se fosse usado apenas o
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namero de casos estudados a incidéncia por 1000 pacientes dia e por 1000 internacdes dia

ficaria com valores mascarados.

Tabela 04: Distribuicdo da faixa etéria dos pacientes.

Faixa etaria Num_ero de
pacientes

Oalanos 58
2 a3 anos 4
4 ab5anos 1
6 a9anos 2
11 a 13 anos 3
15a 17 anos 3
>18 anos 12
Total 83

Os casos foram mais prevalentes em pacientes do sexo masculino (68,24%) do que no
sexo feminino (31,76%), as criangas foram mais acometidas com 68 casos (81,92%) do que
0s adultos com 15 casos (18,07%) (Tabela 04).

A incidéncia geral encontrada foi de 2,31 casos por 1000 internagdes e 0,61 casos por
1000 pacientes/dia. Hospital 10 foi o que apresentou a maior incidéncia com 41,42 casos por
1000 internagOes e 0,77 casos por 1000 pacientes/dia, seguido pelo Hospital 11 que
apresentou 18,22 casos por 1000 internagdes e 1,75 casos por 1000 pacientes/dia, e pelo
Hospital 01 que apresentou 9,99 casos por 1000 internacdes e 1,23 casos por 1000

pacientes/dia (Tabela 05).
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Tabela 05: Incidéncia geral e por hospital calculada para 1000 pacientes dia e 1000 internagdes

Incidéncia 1000

Incidéncia por

Hospital Casos Pacientes/dia pacientes dia Internaces 1000 internacdes
40 32652 1,23 4003 9,99
4 12801 0,31 2679 2,61
3* 2 1851 1,08 96 20,83
4* 3 3746 0,80 439 6,83
5 10 31314 0,32 12654 0,79
6 10 NF NF 10526 0,95
7 10 NF NF NF NF
8 15647 0,13 4515 0,44
9 21743 0,32 2552 2,74
10 2611 0,77 169 41,42
11* 4564 1,75 439 18,22
Total 98 126929 0,61 38072 2,31

* Os dados dos hospitais 3, 4 e 11 sdo referentes apenas as suas respectivas UTIs

NF= Néo fornecido

A taxa de mortalidade geral foi de 37,21% dos pacientes acometidos, sendo o Hospital

05 0 que apresentou a maior taxa de mortalidade (50%), seguido pelo hospital 01 (46,15%).

Candida tropicalis foi a espécie que acarretou as maiores taxas de mortalidade (53,85%),

seguido de Candida albicans (42,86%). Outras espécies apresentaram taxas de mortalidade de

33,33% e Candida parapsilosis foi a que apresentou as menores taxas com 5,88%.
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5.2. Espécies cripticas “psilosis”

Foram identificadas 22 hemoculturas positivas para Candida parapsilosis no periodo
estudado, representando 21 casos, ja que um mesmo paciente apresentou duas hemoculturas
positivas em um intervalo inferior a 30 dias o que ndo configurou um novo caso. Com a
técnica de PCR/RFLP, pela amlificacdo do gene SADH, 18 isolados (81,81%) foram
confirmados como C. parapsilosis, trés isolados (13,63%) anteriormente descritos como C.
parapsilosis, foram reidentificados como C. orthopsilosis, correspondendo aos isolados 39,
67 e 91 e um isolado (4,54%) foi reidentificado como C. metapsilosis correspondendo ao

isolado 77 (Figura 05 e (Tabela 06).

700 pb

500 pb

400 pb

200 pb

100 pb

Figura 05 — Gel de eletroforese da digestdo enzimatica pds amplificacdo do gene SADH com a enzima de
restricdo Banl. Isolado 39 de C. orthopsilosis (1), Isolado 11 de C. parapsilosis (2), Isolado 77 de C.
metapsilosis (3), cepa ATCC 40304 de C. orthopsilosis (4), cepa ATCC 40038 de C. parapsilosis, (5), cepa
ATCC 40305 de C. metapsilosis, (6), pb (Marcador).
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Tabela 06: Distribuicdo das candidemias causadas pelas espécies cripticas de Candida do complexo “psilosis”

Espécies Casos %
Candida parapsilosis 18 81,8%
Candida orthopsilosis 3 13,6%
Candida metapsilosis 1 4,5%
Total 22 100,0%

5.3. Analise da tipagem molecular por MLST

Foram analisados 35 isolados de C. albicans pela técnica de MLST provenientes de 29
pacientes, distribuidos em seis hospitais de um total de 101 isolados, que representaram
35,64% de todos os isolados do presente trabalho. Para cada isolado foi realizada uma
reacdo de PCR para cada um dos genes estudados. Apos a confirmagéo por eletroforese das
amplificacdes, foi efetuado a purificagdo com PEG para posterior reacdo de sequenciamento

(Figura 06).

pb 1 2 3 4 5 6 7 pb

700 pb

500 pb

100 pb

Figura 06: Gel de eletroforese de um isolado de C. albicans CMS 01 amplificados para os setes genes estudados
pela técnica MLST. Marcador (pb); gene AAT1a (1), gene ACCL1 (2), gene ADP1 (3), gene MP1B (4), gene
SYAL (5), gene VPS13 (6) e gene ZWF1b (7).
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Os fragmentos utilizados foram os padronizados por Bougnoux et al. (2003),
conforme Tabela 01. Foram encontrados 58 alelos diferentes, sendo que um deles foi
configurado como novo alelo. Para cada um dos genes foram identificados entre 05 a 10
alelos diferentes. O gene AAT1a apresentou a maior variagdo sendo identificados 10 alelos
distintos, os genes MP1B, SYA1 e VPS13, apresentaram 9 alelos, os genes ZWF1b e ADP1
apresentaram 8 alelos e 0 gene que apresentou a menor variagdo genética foi o ACC1 com
apenas 5 alelos encontrados. Entre os genes, o alelo mais comumente encontrado para o gene
AAT1a foi o 25, parao ACCl o 7, parao ADP1 0 6, parao MP1B 0 3, parao SYAL o0 6, para

0 VPS13 0 27 e para 0 ZWF1b o 37 (tabela 07).

Tabela 07- Genes sequenciados, alelos encontrados, alelos mais comuns para cada um dos genes, quantidade de
alelos diferentes encontradas e os respectivos tamanhos dos fragmentos e amplicons dos isolados de C. albicans
analisados.

Fragmentos Tamanho
Alelo mais Variagdo gmen do
Gene Alelo sequenciados .
comum dos alelos (pb) Amplicon
(pb)
AATla 2,24,25,31, 33,47, 55, 62, 74, 102 25 10 349 478
ACC1 2,3,57,14 7 5 407 519
ADP1 2,3,4,5,6,16, 35, 38 6 8 443 537
MP1B 2,3,4,7,9,12, 14, 28, 54 3 9 375 486
SYAl 2,3,6,13, 31, 34, 75, 86, Novo alelo 6 9 391 543
VPS13 4,5,6,19, 21, 27, 39, 45, 122, 27 9 403 741
Z\WF1b 5, 6, 15, 22, 37, 52, 135, 136 37 8 491 702

A combinacdo desses alelos representam 25 DST diferentes, dos quais 10 ja foram
previamente relatados e 15 consistiram em novos gendétipos. O DST mais frequente foi o DST
90, tendo sido identificado em 9 isolados provenientes de 5 pacientes em 3 hospitais
diferentes (Hospital 01, 07 e 09). Um novo alelo foi encontrado para o gene SYAL, que

apresenta 99% de similaridade com o alelo 6, no entanto, quando comparado com 0 mesmo
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ficou evidente a diferenca na posicdo 314 que apresentou uma heterozigose A+G=R (Figura
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Heterozigose na posicdo 314 do Gene SYA1 A+G=R

Figura 07: Cromatograma analisado no Programa Geneious v6.0.6 mostrando a heterozigose na posic¢do 314 do
Gene SYAL1 para C. albicans (isolado CMS 63), configurando um novo alelo encontrado neste trabalho.

E importante salientar que nenhum dos alelos depositados no Banco de Dados do
MLST apresentaram heterozigose nesta posicéo, que era relatada como uma regido totalmente
preservada para esse gene até o presente momento. O segundo genotipo mais encontrado foi o
DST 298 que foi localizado em dois pacientes diferentes.

A diversidade genética encontrada pode ser observada na Tabela 08 onde sdo
mostrados 0s nimeros de DSTs obtidos para cada uma das Unidades Hospitalares estudadas

que tiveram casos positivos de infeccdo por C. albicans.
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Tabela 08— Tabela geral dos 35 isolados de C. albicans estudados pela técnica de MLST, por Unidade
Hospitalar, com a identificacdo de cada um dos genes para cada um dos isolados e respectivos DSTSs.

Registro Hospital AATla ACC1 ADP1 MPIb SYAl VPS13 ZWFlb DST Género Desfecho
CMS01 1 102 7 6 14 75 27 37 10001** ™M A
CMS02 1 25 3 4 54 34 45 15 10002** F @)
CMS03 1 55 3 4 54 34 45 15 10003** M A
CMS06 5 3 2 9 2 27 5 10004** M @)
CMS08 1 3 5 9 2 6 5 435 F @)
CMS10 7 2 5 2 2 10005** F @)
CMS15 1 25 7 6 3 6 27 37 90 F @)
CMS23 7 2 5 5 2 2 5 5 1133 F A
CMS24 7 25 7 6 3 6 27 37 90 M A
CMS25 9 24 7 6 3 6 27 37 298 F A
CMS27 5 25 7 6 3 6 27 22 10006** ™M @)
CMS28 7 31 3 5 4 2 10007** M A
CMS29 1 2 5 5 4 6 10008** M A
CMS31 1 25 7 6 3 6 27 37 90 M A
CMS33 1 2 5 5 4 2 21 5 314 M A
CMS35 5 25 5 2 2 2 6 5 10009** M A
CMS40 7 2 3 5 9 2 21 5 1359 M A
CMS49 9 24 7 6 3 6 27 37 298 M A
CMS51 7 55 3 4 54 6 45 15 10010** ™M @)
CMS63 4 25 7 6 3 1001* 27 37 10011** ™M A
CMS64 1 33 14 38 12 31 122 15 10012** M 0]
CMS66 6 47 14 35 28 86 4 6 10015** M A
CMS69 6 47 14 35 28 86 4 6 10015** M A
CMS73 9 25 7 6 27 136 10013** M A
CMS76 9 62 3 3 39 95 918 F A
CMS80 1 2 5 5 6 5 444 M @)
CMS85 9 25 7 6 3 6 27 37 90 M A
CMS87 1 55 14 4 54 34 45 15 1951 F @)
CMS88 1 25 7 6 3 6 27 37 90 M A
CMS89 9 25 7 6 3 6 27 37 90 M A
CMS90 9 25 7 6 3 6 27 37 90 M A
CMS95 1 25 7 6 3 6 27 37 90 M @)
CMS96 1 2 5 5 2 2 27 5 471 M A
CMS97 1 74 7 16 7 13 19 52 10014** F A
CMS102 1 25 7 6 3 6 27 37 90 M O]

*= numero de alelo ndo oficial. O nimero foi dado provisoriamente para permitir analise no Programa eBurst.
**= nimero do DST néo oficial. O nimero foi dado provisoriamente para permitir analise no Programa eBurst.
A= Alta, O= Obito
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O Hospital 01 foi o0 que apresentou 0 maior namero de casos, 16 no total, e a maior
diversidade genética com 12 DSTs, seguido do Hospital 07 que apresentou 6 casos e todos
representaram DSTSs distintos. O Hospital 09 apresentou 7 casos e 4 DSTs diferentes, sendo
que um desses DSTs (298) foi isolado de pacientes distintos e com um intervalo de tempo
maior que dois meses, 0 que demonstra que esses isolados possuem a mesma origem clonal
ainda que coletadas com dois meses de diferenca. O Hospital 05 apresentou 3 isolados e todos
apresentaram DST diferentes e os Hospitais 6 e 4 apresentaram, respectivamente, 2 e 1

isolados, e um Unico DST identificado (Tabela 09).

Tabela 09: Namero de isolados e DSTs Unicos para cada uma das Unidades Hospitalares entre os isolados de C.
albicans estudadas através da técnica de MLST

No. do No. de Namero de DTS Unicos
Hospital isolados por hospital

1 16 11

4 1 1

5 3 3

6 2 1

7 6 6

9 7 4

Os cromatogramas foram analisados um a um no programa Geneious. Os pontos de
heterozigose sdo representados por dois picos, geralmente do mesmo tamanho de bases
distintas dentro da mesma posic¢do do gene, o que geralmente esta acompanhado de um sinal
mais baixo no cromatograma, como pode ser observado na Figura 08. Nela sdo demonstradas
heterozigoses previamente identificadas pelo programa como A+C=M, C+T=Y, porém pode
ser observado uma heterozigose C+T=Y que ndo foi identificada pelo programa e que teve
que ser corrigida manualmente. Nesse estudo ndo foi encontrada nenhuma poliploidia, que

seria evidenciada pela presenga de 3 picos em uma mesma posi¢cdo do cromatograma.
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Figura 08- Cromatograma analisado pelo Programa Geneious v6.0.6 para o gene ZWF1b, demonstrando as
heterozigose A+C=M e C+T=Y para a amostra 03.

Por meio da andlise com o Programa eBurst os 35 isolados de C. albicans foram
organizados em 5 grupos distintos tendo como ancestrais os DSTs 90 (no grupo 1), 10003 (no
grupo 2), 444 (no grupo 3) e 1133 (no grupo 4). Esses grupos estdo representados na Figura
09, onde os que possuem seis alelos idénticos estdo conectados entre si por um ancestral
comum. Um dos grupos, com apenas dois DSTs identificados, ndo possui ancestral definido e
oito DSTs foram identificados como singletons, ou seja, ndo possuem nenhuma ligagdo com

outro DST identificado no presente estudo (Tabela 10).
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Tabela 10: Grupamento dos DSTs identificados e frequéncia dos isolados apds andlise do programa eBurst.

Grupo

DSTs

1
2
3
4
5

Singleton
Singleton
Singleton
Singleton
Singleton
Singleton
Singleton
Singleton

90, 10006, 10013, 298 e 10011
10003, 10002, 10010 e 1951
444,10008 e 314

1122, 10005 e 471

1359 e 435

10009

10007

10004

918

10001

10015

10014

10012

Os DSTs em negrito s@o os ancestrais de cada grupo.
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Figura 09: Diagrama gerado pelo eBurst com as ligagdes dos DSTs e seus respectivos grupamentos. Os DSTs
com pelo menos seis alelos idénticos estdo conectados entre si.
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6.0. DISCUSSAO

6.1. Incidéncia de fungemias causadas por Candida

No ano de 2013, o género Candida foi o segundo género mais prevalente nas
infeccBes de corrente sanguinea (ICS), representando 8,60% dos casos observados nos 11
hospitais de Manaus estudados. Esse resultado é semelhante ao encontrado no ano de 2012,
quando Candida foi responsavel por 9,56% dos casos, sendo também o segundo género mais
prevalente dessas infecgdes (Dados do Laboratério Reunidos). Dados divergentes foram
encontrados em diversos estudos no Brasil e no mundo. No Brasil, Colombo et al. (2006)
identificaram apds o maior estudo multicéntrico sobre Candidemias em nosso pais o0 género
Candida como o quarto principal agente causador das infec¢Bes de corrente sanguinea. Dados
semelhantes foram encontrados em estudo realizado na Alemanha e EUA (ANVISA, 2004;
Meyer et al. 2013). Na Suica, Marchetti et al. (2004) descreveu Candida como 0 sétimo
principal agente das ICS.

Dos 101 isolados de Candida analisados no estudo apenas dois, os isolados 45 e 47,
coletados de um mesmo paciente, ndo foram identificados pela metodologia utilizada. Serédo
necessarios estudos envolvendo sequenciamento genético para identificacdo desses isolados.

Um achado importante do presente estudo foi a identificagdo de um isolado de
Kodamaea ohmeri, um estagio teleomorfo de Candida guilliermondii, como causador de
infeccdo de corrente sanguinea. Este, é o terceiro relato de infeccdo por essa espécie no Brasil,
tendo em vista que Ostronoff et al. (2006) e Barros et al. (2009) ja haviam relatado casos de
fungemia em paciente pediatricos por Kodamaea ohmeri. Na Italia, Santino et al. (2012)
relataram dois casos de fungemia envolvendo essa espécie, e na india Chakrabarti et al.
(2013) relataram 38 casos de fungemia envolvendo essa espécie apos reidentificacdo de

Candida tropicalis.
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Entre os 101 isolados estudados, foram identificadas 10 espécies diferentes de
Candida causadoras de candidemias, demonstrando uma diversidade muito maior do que a
relatada em outros estudos. Deve-se ressaltar que o presente estudo fez a diferenciacdo das
espécies cripticas de C. parapsilosis. Candida albicans foi a espécie mais prevalente
representando 35,64% dos casos 0 que vai de encontro aos nimeros encontrados na literatura
(Viudes et al. 2002; Richet et al. 2002; Tortorano et al. 2004; Rodero et al. 2005; Aquino et al.
2005; Colombo et al. 2006; Chang et al. 2008; Xavier et al. 2008; Franca et al. 2008; Motta et
al. 2010; Ajenjo et al. 2011; Nucci et al. 2011; Peman et al. 2012; Bassetti et al. 2013;
Blanco-Blanco et al. 2013; Asmundsdottir et al. 2013; Kreusch et al. 2013; Moretti et al.
2013).

Nesse estudo, foi identificada uma infec¢do causada por Candida pelliculosa, com o
paciente evoluindo para alta hospitalar e que raramente é descrita na literatura. Recentemente,
Silva et al. (2013), relataram cinco casos envolvendo essa levedura em uma UTI neonatal no
estado de Pernambuco, Brasil. Todos os pacientes foram tratados com antifingicos
convencionais e tiveram boa evolugdo até a alta hospitalar.

Outros casos raros identificados foram os causados pelas espécies cripticas de
Candida parapsilosis. Nesse estudo foram identificados trés casos de candidemia por C.
orthopsilosis e um caso por C. metapsilosis. Um dos pacientes infectados com C.
orthopsilosis evoluiu para 6bito. Em 2013, Oliveira et al. relataram trés casos de candidemia
em Sdo Paulo envolvendo espécies cripticas do complexo C. parapsilosis, sendo dois casos
identificados como C. orthopsilosis e um caso como C. metapsilosis. Este trabalho foi a
primeira descri¢do de mortes em criancas e neonatos envolvendo essas espécies no Brasil. As
taxas de infeccdo para o complexo “psilosis”, em nosso estudo, foram de 81,81% para C.

parapsilosis, 13,63% para C. parapsilosis, e 4,54% para C. metapsilosis.
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A Unidade Hospitalar que apresentou o maior numero de isolados de Candida
coletados (47 isolados representando 46% dos isolados) é uma unidade de alta complexidade
que abriga os pacientes mais criticos do estado do Amazonas. Além disso, 22,37% das
infeccBes de corrente sanguinea desse hospital foram causadas pelo género Candida o que
mostra a necessidade de uma intervencdo diferenciada para essa Unidade Hospitalar, no que
se refere as candidemias.

As criangas sdo as mais acometidas por essas infecgdes e suas taxas variam de 32% a
86% dos casos, isso esta diretamente relacionado com os fatores de risco associado a esses
pacientes e ao fato do género Candida ser um patdgeno oportunista. Entre as criangas, as
menores de um ano sdo as mais acometidas por essas infec¢fes e suas taxas variam de 21 a
50% dos casos. Isso ocorre principalmente devido aos fatores de risco associados como baixo
peso ao nascer, prematuridade e utilizagdo de nutricdo parenteral. Os pacientes internados em
UTI possuem diversos fatores de risco relacionados, o que faz deles pacientes com alto risco
para essas infeccOes e suas taxas variam entre 34,6 a 46%. A presenca de cateter venoso
central € um dos fatores mais importantes estando associados em 70 a 93,9% dos casos
(Viudes et al. 2002; Aquino et al. 2005; Colombo et al. 2006; Peman et al. 2012; Mondelli et
al. 2012).

No presente estudo a incidéncia geral encontrada foi de 2,83 casos por 1000
internacOes e 0,61 casos por 1000 pacientes/dia. Esses dados sdo divergentes dos relatados no
mundo que possuem taxas de infeccdo que variam entre 0,28 a 1,95 casos/1000 internagdes e
0,035 a 0,24 casos/1000 pacientes dia (Richet et al. 2002; Péman et al. 2012; Meyer et al.
2013; Kreusch et al. 2013; Nucci et al. 2013) e no Brasil, onde Colombo e colaboradores
(2006) relataram taxas de infeccdo de 2,49 casos/1000 internacGes e 0,37 casos 1000

pacientes/dia.
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Dados ainda mais preocupantes e ainda ndo descritos na literatura foram os
encontrados em duas, das 11 unidades hospitalares estudadas. Embora, sejam unidades
hospitalares tercidrias e de alta complexidade suas taxas foram excessivamente altas. O
hospital 11 apresentou 18,22 casos por 1000/internacdes e 1,75 casos por 1000 pacientes/dia e
0 hospital 05, apresentou 9,99 casos por 1000/internagdes e 1,23 casos por 1000 pacientes/dia,
e mostrando a necessidade de uma intervencdo imediata por parte da Comissao Estadual de
Controle de Infeccdes Hospitalares.

As andlises de MLST nos isolados de C. albicans, demonstraram que essas infecces,
embora hospitalares, ndo possuiam relacdo entre elas, pois os perfis genotipicos encontrados
sdo diferentes na maioria das vezes, e quando s&o idénticos possuem uma distancia temporal
que ndo permite determinar que os isolados tenham sido provenientes da mesma fonte de
infeccdo. O mais provavel é que sejam infec¢Bes hospitalares enddgenas, onde os pacientes
estariam sendo infectados por cepas ja existentes em sua flora normal, e que por serem
oportunistas, acabaram infectando esses pacientes devido a queda da imunidade.

A taxa de mortalidade geral no presente trabalho foi de 37,21% e estdo dentro das
taxas relatadas na literatura em diversos estudos pelo mundo. Em pesquisas realizadas na
Europa, China, Africa do Sul, Argentina e Brasil essas taxas variaram entre 26% e 76%
(Viudes et al. 2002; Tortorano et al. 2004; Aquino et al. 2005; Rodero et al. 2005; Chang et al.
2008; Hinrichsen et al. 2008; Mondelli et al. 2008; Xavier et al. 2008; Franca et al. 2008;
Basseti et al. 2013; Ma et al. 2013; Kreusch et al. 2013). C. tropicalis apresentou as maiores
taxas de mortalidade com 38,46% dos casos, esses dados vao ao encontro dos dados relatados
por Ma et al. 2013, que encontrou C. tropicalis com as maiores taxas de mortalidade na China
(44,7%). C. albicans foi a espécie que apresentou a segunda maior taxa de mortalidade com
37,04% e as menores taxas de mortalidade foram nas infeccbes por C. parapsilosis com

5,88% de obito.
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6.2. Espécies Cripticas do complexo “psilosis”

As técnicas tradicionais de identificacdo utilizadas ndo sdo capazes de diferenciar as
espécies cripticas do complexo “psilosis”. Elas sdo idénticas quanto a micromorfologia,
macromorfologia, e testes bioquimicos de assimilacdo e metabolizacdo de fontes de carbono,
por isso é necessario a utilizagdo de testes genotipicos para a diferenciacdo destas espécies.

Tavanti et al. (2005) identificaram diferencas significativas entre os genes COX3,
L1A1, SADH e SYAL1 pela técnica de MLST e propuseram que 0s subtipos antes conhecidos
como Il e Il de C. parapsilosis fossem agrupadas em outras duas espécies. Foram assim
identificadas como C. orthopsilosis e C. metapsilosis, respectivamente.

Pelo que se sabe, esse € o primeiro trabalho realizado com as espécies cripticas de C.
parapsilosis até o presente momento em toda regido norte do Brasil. Foram analisados
isolados, oriundos de nove hospitais diferentes da cidade de Manaus, tendo em vista que dois
hospitais estudados ndo apresentaram casos positivos para C. parapsilosis. Dos 21 pacientes
diferentes infectados apenas um era adulto e o hospital 05 foi o Unico que apresentou as 3
espécies do complexo.

Embora muitos trabalhos utilizem a amplificagdo e o sequenciamento das regides
ITS1 e ITS4 do gene 28S rRNA, como os realizados por Canton et al. (2011) e Blanco-Blanco
et al. (2013) foi optado pela técnica de PCR/RFLP para diferenciacdo das espécies cripticas
deste complexo, por se tratar de uma técnica mais barata e rapida. Lockhart et al. (2006)
realizaram um estudo envolvendo essas espécies com isolados de 89 centros médicos
distribuidos por 29 paises. Foram confirmados como C. parapsilosis 91,3% dos isolados,
seguido por C. orthopsilosis (6,1%) e C. metapsilosis (1,6%). Dados semelhantes foram
encontrados no Brasil em trabalho realizado por Bonfietti et al. (2012), com isolados de
cultura sanguinea coletados entre os anos de 1997 e 2011. Nesse estudo, C. parapsilosis foi

confirmada em 90,8% dos casos, seguida por C. orthopsilosis com 8,6% e C. metapsilosis
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com 0,6% dos casos. Em nosso trabalho foram encontrados dados que divergem dos
encontrados por Lockhart et al. (2006) e Bonfietti et al. (2012). Em 22 isolados analisados
provenientes de 21 pacientes diferentes, internados em 09 unidades hospitalares da cidade de
Manaus, j& que em duas ndo identificamos infeccdes por C. parapsilosis, foram confirmados
como C. parapsilosis 81,18% dos casos seguidos por C. orthopsilosis com 13,64% dos casos
e C. metapsilosis com 4,55% dos casos. Esses dados sdo semelhantes aos encontrados por
Ruiz et al. (2013) que por meio da mesma técnica, confirmaram 83,7% dos isolados como C.
parapsilosis, seguido por 10,2% de C. orthopsilosis e 6,1% de C. metapsilosis. Essa
distribuicdo € importante de ser avaliada ja que a resisténcia dessas espécies aos antifungicos
utilizados é maior em relacdo a C. parapsilosis (Lockhart et al. 2008; Silva et al. 2009;
Canton et al. 2011). As taxas de mortalidade envolvendo essas espécies sdo relativamente
baixas, mas houve dois relatos de ébitos, um por C. parapsilosis e o outro por C. orthopsilosis.
Esse é o segundo relato de 6bito, no Brasil, apds infec¢do por C. orthopsilosis, cujo primeiro

foi relatado por Oliveira et al. (2013).

6.3. Diversidade geneética de Candida albicans pela técnica de MLST

As analises de MLST eram utilizadas somente para organismos haploides e seus
gendtipos eram determinadas como STs (Sequence Typing), posteriormente essas analises
puderam ser feitas também para organismos diploides e esses genotipos passaram a ser
determinados como DTSs (Diploid Sequence Typing). Atualmente, diversas espécies de
Candida podem ser analisadas utilizando a técnica do MLST além de C. albicans, como C.
tropicalis, C. glabrata, C. tropicalis e Candida krusei.

No entanto, a grande quantidade de cromatogramas a serem analisados pode abrir
espacos a divergéncias (Da Matta, 2009). A observacdo da qualidade dos cromatogramas €

fundamental para resolverem as ddvidas postas e sempre que as mesmas persistirem, novos
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sequenciamentos devem ser realizados. Geralmente essas novas sequéncias resolvem as
duvidas e demonstram com clareza a base existente em determinada posicdo. E importante
salientar que o achado de um mesmo DST entre dois isolados estudados ndo pode ser
considerado como um indicativo de que as cepas sdo totalmente idénticas entre sim, tendo em
vista que sdo analisados, por meio desta técnica, aproximadamente 2800 nucleotidios de C.
albicans de um gendtipo infinitamente maior e que pode manter diferencas em outros genes
do organismo (Da Matta, 2009). Apenas o0 sequenciamento do genoma completo poderia nos
dar essas respostas, no entanto, tal processo seria caro e inviavel com os recursos que temos
atualmente (Odds, Jacobsen, 2008).

No presente trabalho, foram analisados 35 isolados de C. albicans pela técnica de
MLST provenientes de 29 pacientes, distribuidos em seis hospitais, tendo em vista que em
cinco hospitais ndo foram encontrados isolados de C. albicans, de um total de 101 isolados,
que representaram 35,64% de todos os isolados do presente trabalho.

Até janeiro de 2014 foram identificadas no site do MLST 2163 DSTs diferentes para
C. albicans. Para o0 gene AAT1a foram identificadas 139 alelos, para gene o ACCL1 89 alelos,
para 0 gene ADP1 124 alelos, para o gene MP1b 127 alelos, para o gene SYAL 181 alelos,
para 0 gene VPS13 248 alelos, e para gene ZWF1b 233 alelos. No mapa de distribui¢cdo dos
DSTs encontrados pelo mundo constam apenas os 39 isolados analisados por Odds et al.
(2007) e os 25 DSTs encontrados naquele estudo, faltando acrescentar os dados encontrados
por Da Matta et al. (2010) que elevaram esse quantitativo para mais de 100 isolados
analisados e mais 32 DSTs identificados.

Esses dados quando comparados com os obtidos nesse estudo, demonstram que o gene
ACC1 efetivamente € o mais preservado dos sete genes estudados, pois foi evidenciado
apenas 5 alelos distintos para esse gene. O alelo mais presente, para esse gene, foi 0 “7” que

foi encontrado em 16 dos 35 isolados analisados.
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Os fragmentos utilizados foram os padronizados por Bougnoux et al. (2003),
conforme Tabela 01. Foram encontrados 58 alelos diferentes, sendo um deles configurado
como novo alelo. O novo alelo foi encontrado para o gene SYAL, que possuia 99% de
similaridade com o alelo 6, no entanto, quando comparado com o mesmo ficou evidente a
diferenca na posicdo 314 que apresentou uma heterozigose A+G=R (Figura 07). E importante
salientar que nenhum dos alelos depositados no banco de dados do MLST até o presente
momento apresentaram heterozigose nesta posi¢cdo, que era relatada como uma regido
totalmente preservada para esse gene. A identificagcdo de apenas um novo alelo nesse trabalho
pode ser justificado pela tese levantada por Odds e Jacobsen (2008), que sugerem que 0
namero de alelos identificados vem diminuindo e que o natural é que novos DSTs sejam
identificados apenas pela mudanca das combinagdes existentes entre os alelos e ndo pela
identificacéo de novos alelos.

Para cada um dos genes estudados foram encontrados de 05 a 10 alelos diferentes. O
gene AAT1a foi 0 que apresentou 0 maior namero de alelos distintos (10), sequido por ADP1,
MP1B, SYAL e VPS13, (9 alelos), e ZWF1b (8 alelos) e o ACC1 que apresentou a menor
variacdo genética (5 alelos) encontrados (Tabela 07).

Nesse estudo foram identificados 25 DSTs, dos quais 10 ja haviam sido previamente
relatados e 15 consistiram em novos gendtipos encontrados. O DST mais frequente foi o0 DST
90, tendo sido identificado em 9 isolados provenientes de 5 pacientes em 3 hospitais
diferentes (Hospital 01, 07, 09). Dados divergentes foram encontrados por Da Matta et al.
(2010) em estudo realizado no Brasil e Odds et al. (2007) que realizou o maior levantamento
até a presente data com MLST para C. albicans. Em ambos os estudos foi identificado o DST
69 como o0 mais encontrado, sendo inclusive, considerado o fundador do maior grupo clonal
de C. albicans. Esperava-se encontrar também o DST 69 nos isolados estudados nesse

trabalho, tendo em vista que este se apresentou como 0 mais comum nos isolados estudados
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no Brasil. Por outro lado, o DST 90 foi relatado por Da Matta (2010) em apenas um dos 74
isolados analisados em seu estudo, proveniente da cidade de Sdo José do Rio Preto/SP. Esse
genotipo também foi encontrado em estudos realizados com isolados da Malasia, Africa do
Sul e Guiana Francesa.

O segundo genotipo mais encontrado foi o DST 298 que foi localizado em dois
pacientes diferentes, mas internados no mesmo hospital e em um intervalo de tempo de dois
meses, 0 que demonstra que esses isolados possuem a mesma origem clonal. E importante
salientar que esse genotipo é diretamente relacionado com o DST 90 que foi o mais
encontrado em nosso estudo. Eles séo idénticos em seis genes e diferentes apenas no gene
AAC1a, onde o DST 90 possui o alelo 25 e 0 DST 298 apresenta o alelo 24 para esse gene.

Por meio da analise do eBurst foi possivel verificar que o hospital 09 foi o que
apresentou os isolados de C. albicans com a maior proximidade ancestral entre os DSTs
identificados. Dos sete isolados estudados, trés foram identificados como DST 90, dois como
DST 298 e um como DST 10013, todos pertencentes ao mesmo grupo. O DST 90 é o
ancestral comum desse grupo e 0s outros dois DSTs encontrados variaram em apenas um
alelo do ancestral comum. Nesse hospital o Gnico DST distinto foi o DST 918, que se
apresentou como um singleton no diagrama gerado pelo eBurst.

J& no hospital 01 foram observados os isolados de C. albicans com a maior variedade
genética. Foram identificados DSTs dos 5 grupos identificados pelo eBurst, além de 3
singletons. Todos os isolados do grupo 3 e trés isolados dos 4 DSTs identificados no grupo 2

foram desse mesmo hospital.
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7.0. CONCLUSOES

1. A incidéncia foi de 2,31 casos por 1000/internacbes e 0,61 casos por
1000/pacientes dia.

2. O género Candida foi o segundo maior causador de ICS nas 11 unidades estudadas,
sendo superado apenas pelo género Staphylococcus.

3. A principal espécie causadora das candidemias no Amazonas € a C. albicans com,
seguida por C. tropicalis.

4. As pessoas com candidemia por Candida tropicalis apresentaram as maiores taxas
de mortalidade.

5. Os Hospitais 11 e 01 apresentaram taxas de incidéncia de 1,75 e 1,23 casos/1000
pacientes dia pacientes dia e 18,22 e 9,99 casos por 1000/internagdes,
respectivamente, o que demonstra a necessidade de intervencdo por parte da
Comissdo Estadual de Controle de Infeccdo Hospitalar.

6. Os casos foram mais prevalentes no sexo masculino do que no sexo feminino e as
criangas foram mais acometidas do que os adultos.

7. C. orthopsilosis e C. metapsilosis foram pela primeira vez relatados como
causadores de candidemia em nossa regido, tendo inclusive um 6bito relacionada a
primeira espécie.

8. A andlise por MLST, identificou um grande nimero de DSTs nunca antes
relatados para C. albicans, tendo sido o DST 90 o mais isolado na cidade de
Manaus.

9. O DST 69 que é considerado o fundador do maior grupo clonal de C. albicans e é

0 mais relatado no Brasil e no mundo ndo foi encontrado em nosso trabalho.
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9.0 ANEXOS

ANEXO 01

Ministério da Satude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Lednidas e Maria Deane

CARTA DE AUTORIZACAO

Ao Dr. Marcus Luiz Barroso Barros
Presidente da CCIH - UNIMED Manaus

Vimos solicitar autorizagdo para utilizar as leveduras Candida isoladas de
hemoculturas e uroculturas de pessoas internadas no Hospital Geral e Maternidade
da UNIMED no periodo de janeiro a dezembro de 2013 e ter acesso as informagées
dos pacientes com candidemia que consentirem fazer parte do estudo apods a
apresentacéo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A utilizagdo das amostras e o acesso as informagdes solicitadas sio
fundamentais para a realizagao do Projeto de Pesquisa “Estudo epidemiolégico
e molecular de Candida causadoras de candidemias em pessoas
internadas em Unidades Hospitalares de Manaus - AM”. Informo ainda que
esse trabalho sera desenvolvido por mestrandos do Programa Multiinstitucional de
Pés-graduagdo em Saude, Sociedade e Endemias na Amazénia da UFAM,
ILMD/FIOCRUZ e UFPA em parceria com a CECIHA- Comissdo Estadual de
Controle de Infeccédo do Estado jz;ﬁmezonas. / /

(;ﬁinl Bea<ri aélé;c/éléiafsuura e LBeigggie‘jl\:gm)l]cer;n'g]lglr[)sfl}al;
Coordenadora/Orientadora B iamgars

Manaus, 19 de dezembro de 2012.
AUTORIZACAO

O Presidente da CCIH - UNIMED Manaus, no uso de suas atribuicdes,
autoriza a utilizagdo das amostras de Candida isoladas de hemoculturas e
uroculturas de pessoas internadas no periodo de janeiro a dezembro de 2013 e
permite o acesso as informagdes dos pacientes com candidemia que consentirem
fazer parte da pesquisa intitulada “Estudo epidemiolégico e molecular de
Candida causadoras de candidemias em pessoas internadas em
Unidades Hospitalares de
Dra. Ani Beatriz Jackisch Matsulird.

Rua Teresina, 476 - Adrian6polis, CEP 69.057-070 — Manaus/AM
Tel: (092) 3621-2337 / Fax (092) 3621-2377
http://www.amazonia.fiocruz.br
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ANEXO 02

Ministério da Saude

)swaldo Cruz

nidas e Maria Deane

CARTA DE AUTORIZACAO

A V. Ex2. Sr. Wilson Duarte Alecrim
Secretario de Estado da Satde do Amazonas

Vimos solicitar autorizagdo para utilizar as leveduras Candida isoladas de
hemoculturas e uroculturas de pessoas internadas em Unidades de Saude do
Estado do Amazonas no periodo de janeiro a dezembro de 2013 e ter acesso as
informagoes dos pacientes com candidemia que consentirem a fazer parte do estudo
apés a apresentacédo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A utilizagdo das amostras e o acesso as informacgdes solicitadas sao
fundamentais para a realizagao do Projeto de Pesquisa “Estudo epidemiolégico
e molecular de Candida causadoras de candidemias em pessoas
internadas em Unidades Hospitalares de Manaus - AM”. Um Plano de
Trabalho sucinto estad em anexo para vossa ciéncia. Informo ainda que esse trabalho
sera desenvolvido por mestrandos do Programa Multiinstitucional de Pés-graduacéo
em Salde, Sociedade e Endemias na Amazénia da UFAM, ILMD/FIOCRUZ e UFPA
em parceria com a CECIHA- Comissao Estadual de Controle de Infecgdo do Estado

do Amazonas. y . Y
é 6 ' 44 % Ani Beatriz Jackisch Matsuura
Ani Beatriz Jackisch Matsuura Inst.LeﬁrgdaseMgriaDeane}FleRUZ
Coordenadora/Orientadora el e
Manaus, 21 de novembro de 2012.
AUTORIZACAO

O Secretario de Estado da Saiide do Amazonas, no uso de suas atribuicdes,
autoriza a utilizagdo das amostras de Candida isoladas de hemoculturas e
uroculturas de pessoas internadas em Unidades de Salde do Estado do Amazonas
no periodo de janeiro a dezembro de 2013 e permite o acesso as informagées dos
pacientes com candidemia que consentirem a fazer parte da pesquisa intitulada
“Estudo epidemiolégico e molecular de Candida causadoras de
candidemias em pessoas internadas em Unidades Hospitalares de
Manaus-AM”, sob coordenagido da Pesquisadora Dra. Ani Beatriz Jackisch
Matsuura.

Secretario de Estado da Salde do Amazonas

Wilson Duarte Alecrin
M Manaus,72/121 2012

Rua Teresina, 476 - Adrianépolis, CEP 69.057-070 — Manaus/AM
Tel: (092) 3621-2337 / Fax (092) 3621-2377
http://www.amazonia.fiocruz.br




ANEXO 03

FUNDAGAO UNIVERSIDADE w
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DADOS DO PROJETD DE PESGUISA

Tiulo da Pesguisa: ESTUDO ERFIDEMEDLOGICE E MOLECULAR DE CANDIDA CAUSADCRAS DE
CAMDIDEMIAS EM PESS0AS IMTERMADAS EM UNIDADES HOSPITALARES DE
MAMALIS - AM

Pesguisador: AN BEATRIZ JACKISCH MATELURA

direa Temdtica:

Wargio: 2

CAAE: 12200642 3 (00 5020

Ingtituigda Proponaria: CENTRO DE FESQUISAS LEONIDAS E MARIA DEAME - FUMDACAD
Patrooinador Principal: Financiamento ®ropro

DADOS DO PARECER

Miimaera 20 Pareces: 509 280
Datn cla Aelaicsia; 200080003

Apreaarlaghn do Progio:

Esta irabahd tam camo olpetive varilicar a incalbngia e lungamias chushdas por Gandida em 080 Unidacas
Hogpitalanas 4o Maraus (pobicas @ privada), am comd desarminar a diversidads gandtich andra as
pspécies de Candida isaladas das hemaocusuras pefa scnica de tipagern meolecular par sequenciamento de
multiioous {MLET) para tragar um perlil epidemioldgion; determinar os fatores do nsoa assocadas o o perfl
das possaas acometidas pelas candidemias ¢ wilicar os fatores de virulinecia & a susostbildade cas cepas
do Candica o am#ingioos. Para o realizag$o desse rabalbo serdo utitzadas amestras calelogas no ICAM,
Matarnidaca Azilda Marraino, Hospital Pronto Socore Jodo Loco, Haspita!l Pranto Socorn Infantl Jobg
Lizio, Prosna Socama Infamtl da Zona Jeste, Pronto Secorms Inlantl da Zona Sul, Hespial Plaths Arsdoo a0
Hisping! Garal o Mawmadade da LNIMED, Az amesiras e Candida pilizadas sorfo aquelas praviamena
isoladas de hempoculburas peio Laborasdno tercedrizado no periodo de 12 meses. Infarmagies sobre os
pacienies seriic icvariados junto ac SAME oo cada vma das unidaces pare que possa sor fragada o pertl
epidemicitgice. Caca copa do Candida serd avaliada quanto 4 suscetibiidade ou

resigthnes @ antilimgions, avalagio dos lalores da vinddncia o caramenizadn por mesg da lbongs makeoser
MLET (Midli Locys Saquesnda Typing]. Parg 250 A8 copas serin sadgienciadas & anakaacos § oo 7 gangs
LONBATYACKE, S8Nd0 BESIM possival realizar infandnoias sobne A proximidace evaluliva

Endersgo;  Fia Toasino, 850

Rpima:  Adrandocks CEP: 53 057070

UF: &8 Wonicighar  RAARELLS

Telofane: [(FER551AD Fax:  [(82)23005-5130 Bl ceoEylam et b
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das diferenies oepas. Essa trabalbo trard malanes informagdes para a compreensdo da dindmica dossas
lveduras na papulagdo & para moniboramento da emongéncia de copas rosisientes a antifiingicos tendo
impacic sobre a pestia de infecpées por Canoida e conirisuinds com inlormagées para a Comessdo
Esladual da Caonbnsda 30 Enlanpis Haspitalar,

Objetivo da Pesquisa:

Oajetvo Primdria:

Reoalizar um estuto epigemiglégeoo o molesular de Candida cowsadoras do candidemras em pessoas
inbemacas am Unidades Hospilalanes de Manas - AM

Linjating Secundiarsa

1} Werificar a ircidénda oe lurgemias causadas por Cangica nas ano Unidades Haspialares oo Manaus
inchuldas no estudo;

2 Datermrinar p dvarzidacs gendich entne a6 aesbies da Cardada imclackae dag hemodulueas pala Senica
di HpAgam molecilar por sequanciamentd de muilacus (MLST) para rRgar um peclil apidamiokhgion;

35 Determinar os fabores de rsca associades e o pordfil das pessoas acometcas pelas candidemias;

4} iderticar espéces cripticas emine copas de Candida abicans o Candica parapsiiosis proveniendes das
(=1 e TR

Sy Veriticar o8 talones de vindncia @ & susceliodidade das cepas oa Candida a andfingioos

#valiagio dos Aiscas e Benedicios:
Risores:

Rizscoa: Mesla pesquisa semad ulilizedas as leveduras grovanientas ca pacienies com cancidamia
prévcaments iB0kades das hemosiqunas demandacss: pelas Linidaces Hospilalares & leilas roinsramenta
por um lboratdno farcainzado. Ou sesa, nio sonrd necessdria uma nova colota, fraba'haremos com o
maberial previamernds coletado de acordo com o necessdade do paciente. O pacenie serd abordado para
assinabra do TCLE apds conhecrmanio oo resufiado da cullura geka midico assisients o jor sido consubiada
por ese oo 2 acciagdo em paficipar da pesqusa. E. gualquer rsoo ineremie o esie projolo sem minizado
el paagudeadar

Enderegn: Rl Torssam, L350

Radrra:  Adrandooks CEP: g Qim0

UF; & Woniziglas  RARELLS

Telwbere: (CQPLAIS-CIAD Fix: [D2p3008-5130 Eeall; cop@slar asu b
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Beneficias:

Bamalicios: Ezga trabalho Fard maanas infgrmactas DArA B SOMpTsansio da dindmica de Candida na
popdacin @ pars monTofaranls da emangdncis da cepas magisanies a aniingisos lando imapo sabia g
gJestAn o intacodes pof es8a levedura o comdbuingd com inlgamaidias para & Comisalo ELadual da
Conirole de infdeopdo Hospitalar esperando levar a aphes para 2 diminugdo da prevaléncia ga Canddemia

Camantanos o Conaidarng G sobre § Peaduisa;

Trata-s=z de um estudo frarsyersal, desoritvs o ogseryacons.

Para a realizagha desse trabalho serfo uliizadas amosias cowlagas nas seguintes unidade pdaolcas do
salde do Maraus: ISAM, Malernidade Azida Mareino, Hospital Promio Sccone Jedo Lica, Hospital Prama
Socorra Inlamil Jodo Ldso, Pronig Socaro imdant da Zona Dasle, Prond Socore Intantl da Zona Sul,
Hosgaal Fatle Aradje @ o hoapilal particular Hagoial Gasl o Mammidese fa UNIMED:

AR AMETas e Cangics ulifzadas sarsd aqualas previamania isdtadas da emoculures pelc Laboraitig
|erceirizade mo pericda de 1 ara. Todas as vozes gue for reporlada um caso pasiive para Cancdida o
pacionse ou resporsdvel sord procurada, atm de guo seja ulorizado a uso da copa isalada. Indarmagies
sane a5 paciemes serdo lovantados jurdo ag SAME da cada umia das unidaces para que possa e tragada
o peril epidemioltgoo. Gada cepa oo Candida sord avaliada guanto a susoopibilidade ou resisiéncia o
anilirgices, avaliagha dos fawres e viridinga @ caracherizadn por medn da thenica moelacular MLST (Mt
Locis Sequances Typing]. Pank 880 85 cepas sard0 seqlencindas @ analisedos § ou 7 ganes consarvados,
fandd pESIM poisival realize’ inferdnciag sabing b proxinidpde evoitva dap dileradies capas.

As hemeculluras demandadas par tadas as Unidooes. Hospitalares om guestio =io joifas sohineiramenio por
um laborattrio erceinzado oo onde as amasiras de Candida serdo ablidas.

Critérics do inclusdo o oxclusdo Serdo incluides todos os pacionies gue possuirem polo mencs wma
hemocibua pastva @ quo possiam sinais o simiomas da infecgiic. Um mesme paciente serd considerada
SO P CRSD 88 houver uma Rove hemomabumg poaiva apda 30 dias do primaing Saso dabactadn.
Sor&o ax0i g 20 prosonis @ededs das 08 pacEaled Gue Baaram ramacuiungs potives pars Candola
i ARG apekETlRT Snais @ Hniomes G Canddamia, slém dagualas G NBG aUlGrZaram O Use da auas
AmCsas.

Endersgn;  Fua Towsina, $355

Raima:  Addssdnols CEF: g 5T-000
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Cansddaraghng sabe oa Termos & spraasniaiio abrigatéria:

Protacolo de Pesgusa aprosaniado por Al BEATRIZ JACKISCH MATEUURA (pquipe: Folpe Gomes
Mayoca, MARCELD ALGUSTO DA EIRA CORREA, VIVIAN DO HASCIMENTD PEREIRA, Siofane Hpis
Peeira. Pesquisa pertenos ao grupe 1il, dnsa do conbedmenio (Cénoias Bioldgicas - Cifnoias da Sadde),
1ora das dreas lemdbcas asoecias. A folha de rosto asth assinada pela pesquisadorn Boesponsivol e pela
raprasantania da inabiligio proporanta Jilio Séear Schwaickand] (Diredor Suslingio - :UHQAGAU‘
QEWALDD CRUZINsIAY Lednidas o Mara Deana). Congla 1ambam prajetd de peagiiss comaplata,
SIOTGGTEMA G Inasis da coleda o dados inlcads em 15 da janein do 2013 cam s presigio pans 30
de dezemiorn de 2013, O orgamento & de BE 15.700,00 (Financiamento Srdpric). Apresertade TOLE para os
parfcinpanies adulios. o os responsivels pelos mencres. A O termes de anuéinca da Secreterta Estadual de
Salds o do Hospital Unimed Manaus. A abordagem acs pariopanies sord feitn apds os mesmos saberom
J08 fEELRAN0E DO AL MEdin0D ARSI NNEE & O CONMVEe DAMA paficipar dB peagEen sard lely pOr aa8e
prafiggdnal, quanis antdo sard apresantade o TGLE

Raaimindagdeig:

0 Promeels e Pesogainh Aprasampde por AN BEATRIZ JACKISCH MATSLLIRS, pesouigpdorn 48
FICCAUT, ancanira-as complalin, o anianio ansorie-g oo esiipdes METODOLOGICAS QUANTD 805
REECOE. Mas riscos: Os posquisadoes devem abormar o5 paricipanies da pesguisa de manera gue nda
tauss consyangimento. Aecomenda-se gue primeie ele (0 PASTICIPANTE] saiba do resultado da cutium
poia médico assisients o quo 0 mesmo pergumio S0 ole acotaria om parlicipar da pesguisa, quanio 56 oo
saria Taila A ab0rCapam para assinabura do TOLE

Conclusdes ou Pendéncias e Lisia de Inadeguagdes:

0 Protoocla o Pesouisa aproseniade poe ANE BEATRIZ JACKISCH MATSUURN, pesouisadora da
FIZGAUZ, anconiva-s8 comploy, eronimvi-ae com rstighos METODDUOGICAS QUANTD ADS
RISCOE,. Esgps panddncips lomem adaguadamanis slondidas & re0mantamos gue o prolecold Saja
ARG

Situagdo ¢o Parecer:

Apnoao0

Necessita Apreciagio da COMNEP:

Mo

Eadersgni  Fua Tesssna, 4550

Rabma:  Ariandipols GEPT i 057070

UF; &l Menizigies  MAkALLG
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78



FUNDAGAO UNIVERSIDADE
DO AMAZONAS - FUA (UFAM)

Cangsdaractes Finais a ritddg da CEP:

MANALRE, 20 de Foverpimo de 2012

QR

Aeninmsdon por:
Padro Acdollo Fernandas da Silva
(Coordanador)
Endersgn)  Foa Towsgina, 4550
Radma:  Adrisndnods CEF: i 057070
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ANEXO 04

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa “Estudo epidemiolégico e molecular de
Candida causadoras de candidemias em pessoas internadas em Unidades Hospitalares de Manaus -
AM”, sob a responsabilidade da pesquisadora ANI BEATRIZ JACKISCH MATSUURA, a qual pretende
conhecer quais as leveduras Candida que s&o as maiores causadoras da infecgdo do sangue (candidemia)
em pessoas internadas em Unidades Hospitalares de Manaus, bem como conhecer as diferengas destas
geneticamente, a resisténcia ou ndo aos antifingicos, o que as torna mais virulentas do que outras e quais
os fatores de risco para a pessoa apresentar uma candidemia.

Sua participagdo é voluntaria e se dara por meio da utilizagdo das leveduras isoladas a partir do
sangue coletado pelo hospital, ndo sendo necessaria uma nova coleta, ou seja, trabalharemos com o
material previamente coletado de acordo com a necessidade do paciente. Essas leveduras serdo
preservadas e colocadas na Colegdo Biolégica do ILMD/Fiocruz para que todos os estudos possam ser
feitos com as amostras ja isoladas. Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para obter dados para
auxiliar no tratamento e na prevencéo das candidemias. Informamos ainda, que os riscos inerentes que
houverem neste projeto serdo minimizados pelos pesquisadores.

Se depois de consentir em sua participagdo o Sr(a) desistir de continuar participando, tem o direito
e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta
dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) ndo terd nenhuma
despesa e também néo recebera nenhuma remuneragéo. Os resultados da pesquisa serdo analisados e
publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra
informacéo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com a pesquisadora no endereco Rua Teresina, 476,
Adrianépolis, Manaus/AM, pelo telefone (92) 3621-2337, ou podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa — CEP/UFAM, na Rua Teresina, 495, Adriandpolis, Manaus-AM, telefone (92) 3305-5130.

Consentimento P6s—Informagéo

Eu, , fui informado sobre o que o

pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracdo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu
concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este
documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma

via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do participante ou responsavel

Impresséo do dedo polegar

Caso ndo saiba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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ANEXO 05

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) seu(sua) filho(a) para participar da Pesquisa “Estudo epidemiolégico e
molecular de Candida causadoras de candidemias em pessoas internadas em Unidades Hospitalares
de Manaus - AM”, sob a responsabilidade da pesquisadora ANI BEATRIZ JACKISCH MATSUURA, a qual
pretende conhecer quais as leveduras Candida que sdo as maiores causadoras da infecgdo do sangue
(candidemia) em pessoas internadas em Unidades Hospitalares de Manaus, bem como conhecer as
diferencas destas geneticamente, a resisténcia ou ndo aos antifingicos, o que as torna mais virulentas do
que outras e quais os fatores de risco para a pessoa apresentar uma candidemia.

A participacdo do(a) seu(sua) filho(a) € voluntaria e se dara por meio da utilizagdo das leveduras
isoladas a partir do sangue coletado pelo hospital, ndo sendo necessaria uma nova coleta, ou seja,
trabalharemos com o material previamente coletado de acordo com a necessidade do paciente. Essas
leveduras seré@o preservadas e colocadas na Colegéo Biolégica do ILMD/Fiocruz para que todos os estudos
possam ser feitos com as amostras j& isoladas. Se for aceitar participar, estara contribuindo para obter
dados para auxiliar no tratamento e na prevencdo das candidemias. Informamos ainda, que os riscos
inerentes que houverem neste projeto serdo minimizados pelos pesquisadores.

Se depois de consentir na participacdo do(a) seu(sua) filho(a) e desistir de continuar participando,
tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois
da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo para seu(sua) filho. Seu(sua) filho(a)
ndo terd nenhuma despesa e também n&o receberd nenhuma remuneragdo. Os resultados da pesquisa
serdo analisados e publicados, mas a identidade do(a) seu(sua) filho(a) ndo sera divulgada, sendo
guardada em sigilo. Para qualquer outra informagdo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com a
pesquisadora no enderego Rua Teresina, 476, Adrianépolis, Manaus/AM, pelo telefone (92) 3621-2337, ou
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFAM, na Rua Teresina, 495,

Adrianépolis, Manaus-AM, telefone (92) 3305-5130.

Consentimento Pés—Informagéo

Eu, , fui informado sobre o que a

pesquisadora quer fazer e porque precisa da colaboracdo do(a) meu(minha) filho(a), e entendi a explicagéo.
Por isso, eu concordo na participagdo do(a) meu(minha) filho(a) no projeto, sabendo que ele(a) ndo vai
ganhar nada e que poderéa sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas

assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do responsavel

Impresséao do dedo polegar

Caso néo saiba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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ANEXO 06

Purificacdo com PEG

1.

Transfira o volume da PCR para tubo de 1,5mL e adicione o0 mesmo volume de PEG a
20%;

Agite suavemente em vortex por 10 segundos e incube a 37°C por 15 minutos;

Apos incubagdo centrifugue a 2500 RCF (6000 rpm) por 15 minutos a temperatura
ambiente;

Descarte 0 sobrenadante e adicione 125 pL de etanol 80% gelado e em seguida
centrifugue a 1450 RCF (4500 rpm) por 2 minutos;

Descarte o sobrenadante (Com cuidado, pois o pallet estard na parede do eppendorf) e
deixe secando a 37°C por 15 minutos (ou 60°C por 10 minutos) para a remocao de
residuos de etanol (N&o desvira o tubo, mantendo virado para baixo);

Certifique a auséncia de residuos de etanol e adicione agua livre de nuclease, sendo
adicionado o mesmo volume de PCR,;

Agite em voértex por 10 segundos e armazene a amostra a -20°C.
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ANEXO 07

Purificacdo da reacdo de sequenciamento

1.

2.

Remova a placa do termociclador e centrifugue por 1 minuto a 2000 RCF;

Adicione quantidades iguais de EDTA 125 mM e acetato de sddio 3M (pH 5,2)
necessarias para a quantidade de pogos utilizados na placa e pipete 2 pL dessa solucao
em cada poco;

Obs: tenha certeza que esta solucéo foi adicionada em todos 0s po¢os;

Adicionar 25 pL de EtOH 100% gelado em cada um dos pogos;

Obs: homogeneizar a placa em movimentos de cima para baixo;

Sele a placa com Strips e misture por inversao (4X);

Incube por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz;

Obs: Cobrir com papel aluminio

Centrifugue a 2000 RCF por 45 minutos;

Obs: IMPORTANTE - o proximo passo deve ser feito imediatamente. Se ndo for

possivel, entdo faga um spin da placa por mais 2 minutos antes de recomecar.

7.

Inverta a placa e faca um Spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em seguida a
placa da centrifuga;

Obs: antes de inverter a placa, despreze o contetido na pia junto com uma leve batida

na mesa. Apds essa centrifugacao, programa-la para a temperatura de 4°C;

8.

9.

Adicione 35 pL de EtOH a 70°C em cada um dos pocos;
Centrifugue a 15 minutos & 4°C e 1650 RCF;

Obs: caso tenha esquecido a programacéo a 4°C, adicione o FAST temperatura;

10. Inverta a placa e faca um spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em seguida a

placa da centrifuga

Obs: Comece a contar o tempo assim que o0 rotor comecar a se mover;
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11. Incube a placa a 52°C por 15 minuto, cobrir com papel aluminio (Termociclador)

12. Se néo for colocar no sequenciador imediatamente, congele a placa seca ao abrigo da
luz;

13. No momento de sequenciar ressuspender com 10 pL de formamida Hi-Di levando a
placa ao agitador (Vortex) de placa seguido de um Spin;

14. Aqueca a placa 95°C por 1 minuto (no termociclador), monte e coloque no

sequenciador
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ANEXO 08

Isolados, idade, género, hospital, espécie isolada e desfecho de todos os pacientes das 11 unidades hospitalares
estudadas no ano de 2013.

Isolado Idade Género Hospital ~ Espécie Desfecho
CMS01  12a M 1 Candida albicans A
CMS02 2m F 1 Candida albicans o)
CMS03 im M 1 Candida albicans A
CMS04 la F 1 Candida tropicalis A
CMS05 88a F 6 Candida tropicalis A
CMS06 2a M 5 Candida albicans O
CMS08 2m F 1 Candida albicans o)
CMS09 13a M 8 Candida tropicalis O
CMS10 la F 7 Candida albicans O
CMS11 la F 9 Candida parapsilosis A
CMS12 13a M 8 Candida tropicalis O
CMS13 Im F 5 Candida parapsilosis A
CMS14 Im F 5 Candida parapsilosis A
CMS15  1im F 1 Candida albicans o]
CMS16 Im M 2 Candida parapsilosis A
CMS17 3a F 9 Candida guilliermondii A
CMS18 7m M 4 Candida tropicalis A
CMS19 Im M 1 Candida parapsilosis A
CMS20 Im M 1 Candida parapsilosis A
CMS21 im M 1 Candida tropicalis A
CMS22 2m M 3 Candida haemulonii A
CMS23 la F 7 Candida albicans A
CMS24 6m M 7 Candida albicans A
CMS25 la F 9 Candida albicans A
CMS26 5m M 1 Candida tropicalis o)
CMS27 la M 5 Candida albicans O
CMS28 2a M 7 Candida albicans A
CMS29 im M 1 Candida albicans A
CMS30 64a F 4 Candida tropicalis A
CMS31 6m M 1 Candida albicans A
CMS32 %9a F 9 Candida parapsilosis A
CMS33 im M 1 Candida albicans A
CMS34 8% M 6 Candida glabrata A
CMS35 la M 5 Candida albicans A
CMS36 im M 1 Candida tropicalis o)
CMS37 1la M 7 Candida tropicalis O
CMS38 im M 1 Candida tropicalis A
CMS39 10m M 2 Candida orthopsilosis O
CMS40 la M 7 Candida albicans A
CMS41 im M 1 Candida haemulonii o)
CMS42 im M 1 Candida tropicalis o)
CMS43 0 M 1 Candida parapsilosis A




Continuagao

Isolado Idade Género Hospital ~ Espécie Desfecho
CMS44 2m M 8 Candida parapsilosis A
CMS45 0 M 10 Candida sp A
CMS46 0 M 1 Candida tropicalis o)
CMS47 0 M 10 Candida sp A
CMS48 38a F 6 Candida parapsilosis A
CMS49 im M 9 Candida albicans A
CMS50 38a F 6 Candida glabrata O
CMS51 5m M 7 Candida albicans o)
CMS52 68a F 6 Candida haemulonii o)
CMS53 82a M 6 Candida tropicalis O
CMS54 0 M 1 Candida tropicalis o)
CMS55 0 M 1 Candida tropicalis o)
CMS56 Im M 3 Candida parapsilosis A
CMS57 9m M 5 Candida parapsilosis O
CMS58 2a M 1 Candida parapsilosis A
CMS59 7m M 1 Candida parapsilosis A
CMS60 8m F 1 Candida tropicalis A
CMS61 0 M 10 Candida parapsilosis A
CMS62 0 M 1 Candida tropicalis A
CMS63 la M 4 Candida albicans A
CMS64 im M 1 Candida albicans 0
CMS65 0 M 1 Candida tropicalis A
CMS66  65a M 6 Candida albicans A
CMS67 im F 1 Candida orthopsilosis A
CMS68 im F 1 Candida tropicalis o)
CMS69  62a M 6 Candida albicans A
CMS70 im F 1 Candida tropicalis o)
CMS71 0 M 1 Candida tropicalis o)
CMS72 5a M 7 Candida parapsilosis A
CMS73  10m M 9 Candida albicans A
CMS74 im F 1 Candida tropicalis o)
CMS75 im M 1 Candida tropicalis o)
CMS76 7m F 9 Candida albicans A
CMS77 10m M 1 Candida metapsilosis A
CMS78 im M 1 Candida famata e}
CMST79 0 M 5 Candida parapsilosis A
CMS80 7m M 1 Candida albicans 0
CcMS81 67a M 11 Candida pelliculosa A
CMS82 im M 1 Candida tropicalis o)
CMS83 45a F 11 Candida tropicalis o)
CMS84  17a F 6 Candida glabrata A
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CMS85 10m M 9 Candida albicans A
CMS86 0 F 1 Candida tropicalis A
CMS87 7a F 1 Candida albicans o}
CMS8s8 la M 1 Candida albicans A
CMS89 10m M 9 Candida albicans A
CMS90 10m M 9 Candida albicans A
CMS91 7m M 1 Candida orthopsilosis A
CMS92 57a M 11 Candida tropicalis O
CMS93 57a M 11 Candida tropicalis O
CMS94 la M 1 Candida parapsilosis A
CMS95 0 M 1 Candida albicans 0
CMS96 0 M 1 Candida albicans 0
CMS97 la F 1 Candida albicans A
CMS98 15a F 2 Candida tropicalis A
CMS99 15a M 6 Candida tropicalis A
CMS100 0 M 1 Candida albicans 0
CMS101 11m F 7 Candida guilliermondii A
CMS102 O M 1 Candida albicans 0

M= Masculino, F=Feminino, A= Alta, O= Obito, a= Anos, m= Meses
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