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RESUMO

As Candidemias sdo Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude que sdo reconhecidamente
um problema de saude publica, e dentre as varias agdes como medidas de eliminagdo destas
infeccdes, estdo o preenchimento das lacunas de conhecimento para responder as ameacas
emergentes, isto se da por estudos epidemiologicos, de diagnostico e dos fatores que podem
estar envolvidos no processo de adoecimento. O objetivo deste trabalho foi estudar as leveduras
do género Candida isoladas a partir de hemoculturas de pacientes internados em 11 Hospitais
de Manaus no ano de 2013, bem como estudar os aspectos clinicos epidemioldgicos das
candidemias, o perfil de susceptibilidade antifungica e fatores de viruléncia. A detec¢do das
leveduras presentes nas amostras coletadas foi realizada por meio de metodologia convencional.
A susceptibilidade antifangica foi determinada utilizando fitas de Etest® seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os fatores de viruléncia estudados foram: proteinase, fosfolipase,
hemolisinas e formacdo de biofilme. No periodo de estudo, foram registrados 85 casos de
infeccdo na corrente sanguinea de 81 pacientes por Candida spp. Em relacdo ao género 67,9%
eram do sexo masculino, a mediana das idades entre os pacientes adultos foi de 53 anos e entre
os pediatricos de 60 dias. As principais condicdes de risco foram: o uso prévio de antibioticos
(98,6%), presenca de cateter venoso central (95,9%), internacdo em UTI/CTI (84,9%), uso de
gastroprotetores (84,4%) e um terco dos pacientes sdo procedentes de maternidades, e 72,8%
dos pacientes tinham até 1 ano de idade. Segundo a evolucéo clinica dos pacientes, 40,7% foram
a oObito. C. albicans foi a espécie isolada com mais frequéncia (34,57%), seguido de C.
tropicalis (32,1%), C. parapsilosis (17,28%). Foi realizado teste de susceptibilidade frente a
Caspofungina, Micafungina e VVoriconazol, onde a resisténcia encontrada foi de 12,1%, 4,3% e
4,3% respectivamente. Os fatores de viruléncia relacionados a producdo de enzimas foram:
Proteinase com 56,4% dos isolados sendo produtores, Fosfolipase 36,2% e Hemolisina 78,7
com esta capacidade; sendo mais expressiva nas espécies de C. albicans. A formacdo de
biofilme estava presente em 34% dos isolados, sendo a C. tropicalis a mais expressiva neste
fator. A importancia de estudos de epidemiologia e estudos fenotipicos locais podem contribuir
para a melhoria da tomada de decisdo e propor medidas mais efetivas de controle e prevencao

destas infeccdes.

Palavras-chave: Candidemia; Candida spp; epidemiologia; susceptibilidade antifungica; fatores

de viruléncia.



ABSTRACT

Candidemia is an infection recognized as public health problem related to health assistance.
Filling the knowledge gaps through epidemiological studies and diagnostic tools to respond
emerging threats that may be involved in the disease process is among the actions to eliminate
these infections. The objective of this research was to study the Candida yeasts isolated from
blood cultures of patients admitted in 11 hospitals of Manaus in 2013, as well to study the
clinical epidemiological aspects of candidemia, the antifungal profile of susceptibility and
virulence factors. The detection of yeasts in the collected samples was performed by
conventional methodology. The antifungal susceptibility was determined using E-Test® strips.
The studied virulence factors were proteinase, phospholipase, hemolysin and biofilm formation.
During the study period, there were 85 cases of infection in the blood of 81 patients with
Candida spp. In relation to gender, 67.9% were male, the median age of adult patients was 53
years and between pediatric patients was 60 days. The main risk conditions were: previous use
of antibiotics (98.6%), presence of central venous catheter (95.9%), ICU (84.9%), use of
protectors of gastric mucosa (84.4 %) and one-third of patients are from natal care and 72.8%
of patients had up to 1 year old. According to the clinical course of patients, 40.7% died. C.
albicans was the most frequently isolated species (34.57%), followed by C. tropicalis (32.1%)
and Candida parapsilosis (17.28%). A susceptibility test was performed against Caspofungin,
Micafungin, and Voriconazole, where the resistance 12.1%, 4.3% and 4.3% was respectively
found. The virulence factors related to production of enzymes was: Proteinase with 56.4% of
the isolates being producers, Phospholipase 36.2% and 78.7% hemolysin with this capability
being more expressive in the species C. albicans. The biofilm formation was present in 34%
of the isolates whose C. tropicalis was the most significant in this factor. The importance of
epidemiology studies and local phenotypic studies may contribute to improve decision-making

process and propose more effective measures for control and prevention of these infections.

Keywords: Candidemia; Candida spp; epidemiology; antifungal susceptibility; virulence

factors.
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1. INTRODUCAO

A incidéncia de Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude causadas por fungos tem
aumentado substancialmente nas ultimas décadas acarretando altos indices de mortalidade,
aumento no tempo de internacdo e nos custos hospitalares (Morgan et al. 2005; Hassan et al.
2009; Bouza et al. 2008; Theoklis et al. 2010). As espécies do género Candida tém sido os
agentes mais frequentemente isolados, corresponde a cerca de 80% das infec¢bes fungicas
hospitalares e é a quarta causa de infeccdo da corrente sanguinea no mundo conduzindo ao ébito
em torno de 25 a 38% dos pacientes que desenvolvem candidemia (St-Germain et al. 2001). No
Brasil, dados de 2012 mostram este género como a sexta causa mais frequente em adultos, a

segunda em pediatria e a quarta em neonatologia (ANVISA, 2014).

Leveduras do género Candida estdo presentes em reservatorios humanos e animais
(Lacaz, 2002), sdo frequentemente comensais humanos, mas podem, em situacGes que
normalmente envolvem imunodebilidade, causar infeccdo conhecida como candidiase ou
candidose, em diversos sitios anatdbmicos (Del Negro et al. 2008). Quando ha disseminacédo da
Candida na corrente sanguinea dos pacientes, com apresentacdo de sintomas sistémicos, a
candidemia estd instalada. A ocorréncia destas infecces pode estar fortemente associada a uso
de dispositivos invasivos, como sondas e cateteres; uso prévio de antimicrobianos, dentre outros

(Becerra, 2010).

Estas micoses podem ser causadas por diferentes espécies, onde até alguns anos atras, a
Candida albicans era a especie de maior interesse clinico, contudo, paralelamente ao aumento
geral das Candidemias observou-se aumento das infec¢bes de corrente sangliinea por espécies
de Candida ndo—albicans (CNA) como: C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,
C. guilliermondii e C.famata (Colombo et al. 2003 e 2007; Hinrichsen et al. 2009; Mondelli et

al. 2012; Peman et al. 2012). Nao se sabe ao certo as razdes para essa inversdo no padréo de
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distribuicdo das espeécies, mas acredita-se estar relacionadas com o potencial de viruléncia
destes microrganismos (Colombo et al. 2003; Cheng et al. 2005). A Candida tropicalis € um
patogeno frequentemente envolvido nestas infeccBes, sendo descrita como uma das mais
frequentes e que tem se destacado em surtos de candidemia em unidades de terapia intensiva

(Colombo et al., 1999; Roilides, 2003).

Para o tratamento efetivo das InfeccBes Realcionadas a Assisténcia a Saude - IRAS
necessita-se conhecer o perfil de sensibilidade dos agentes causadores das infeccGes aos
antifangicos. No caso das candidemias os testes de sensibilidade aos antifungicos vém sendo
desenvolvidos gradativamente nos ultimos anos, devido ao aparecimento de espécies resistentes

in vivo e in vitro (National Committee Clinical Laboratory Standarts — NCCLS, 2002).

A viruléncia da espécie pode ser avaliada pelo estudo fenotipico das principais enzimas
produzidas por estas leveduras que séo as proteinases e as fosfolipases (Candido et al. 2000;
Yang, 2003) e da atividade hemolitica quando crescidas em agar-sangue enriquecido (Prince et

al. 1982; Ruchel et al. 1982; Manns et al. 1994).

A Candida albicans tem como caracteristica a formacdo do tubo germinativo com
consequente desenvolvimento da forma filamentosa, a variabilidade fenotipica (switching), a
producdo de toxinas, a aderéncia a superficie celular e a producgdo de enzimas extracelulares,
constituem os fatores que contribuem para o desencadeamento da infeccdo por este patdgeno

(Chakrabarti et al. 1991).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece as Infecgdes Relacionadas a
Assisténcia a Saude como um problema de salde publica, e propde varias acdes como medidas
de eliminacgéo destas infecgdes, dentre elas, o preenchimento das lacunas de conhecimento para
responder as ameacas emergentes por meio de pesquisas basicas, epidemioldgicas e

translacionais (WHO, 2004; Cardo et al. 2010). Este trabalho é pioneiro no estudo sobre
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candidemias no estado do Amazonas e vem a contribuir para o entendimento desta infeccao.
Através deste conhecimento serd possivel implentar acbes que venham a contribuir para a
melhoria da qualidade da salde dos pacientes hospitalizados, pois a partir da analise de fatores
associados a ocorréncia desta infeccdo, o entendimento dos fatores de viruléncia destes agentes
e o perfil de sensibilidade aos antifingicos, poderéo ser estabelecidas estratégias de controle e

prevencdo destas infeccdes.
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1. Género Candida

As leveduras do género Candida podem ser encontradas em variados ecossistemas,
como solo, alimentos, &gua, fazendo parte da microbiota de homens e animais. Esses
microrganismos degradam proteinas e carboidratos para obterem carbono e nitrogénio,

elementos essenciais para seu desenvolvimento (Giolo et al. 2010).

Candida é classificada taxonomicamente no reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo
Saccharomycotina, Ordem Saccharomycetales e Familia Debaryomycetaceae (Hoog et al.,
2014). Microscopicamente, essas leveduras se apresentam na forma unicelular chamadas de
blastoconideos e por vezes na forma de pseudohifas (resultante do alongamento, unido e
ramificacdo dos blastoconideos) ao invadir tecidos. Macroscopicamente, as coldnias sao
cremosas, branco-amareladas e de aspecto liso ou rugoso (Lacaz et al., 2002). O género
Candida é o principal agente entre as leveduras patogénicas, compreendendo aproximadamente
200 espécies. Sdo microrganismos comensais, que habitam primariamente o trato
gastrointestinal, fazendo parte também da microbiota vaginal, oral e da uretra (Alonso Valle et
al. 2003). Sdo também encontradas em reservatorios animais, solo, plantas, alimentos e

ambiente hospitalar (Sidrim, 1999; Lacaz et al., 2002).

A primeira documentacdo desta espécie como patdégeno humano foi atribuida a
Langenbeck, que em 1839 isolou da cavidade oral de um paciente com afta bucal a Candida

albicans (Sidrim et al. 2004).
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2.2. Candidemia

As leveduras podem se tornar patogénicas, caso ocorra um desequilibrio em sua relagédo
com o hospedeiro, por isso sdo consideradas oportunistas. Essa transformacéo pode ser devido
ao comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro ou rompimento das barreiras
anatdmicas, como queimaduras, cateteres, sondas ou cirurgias invasivas (Dignani et al. 2003).
A disseminacdo desta espécie na corrente sanguinea determina a Candidemia (Canton et al.

2001; Morrel et al. 2005).

C. albicans é considerada a principal levedura patogénica oportunista por ser a espécie
mais frequente isolada em humanos. Entretanto, tem sido observado significativo aumento de
outras espécies: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. kefyr, C. norvegensis,
C. rugosa, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. ciferrii, C. haemulonii, C. lipolytica, C.
pulcherrima, C. catenulata, C. utilis, C. viswanathii e C. zeylanoides. Essas e outras espécies,
conhecidas como Candidas ndo-albicans (CNA), tém sido cada vez mais implicadas em
processos infecciosos humanos (Colombo et al. 2003; Cortes et al. 2011; Mondelli et al. 2012;

Pemén et al. 2012).

Na América do Norte, entre as Candida ndo-albicans, ha prevaléncia da C. glabrata; na
América do sul sobressai a C. parapsilosis e C. tropicalis. (Pfaller et al. 2007; Trick et al. 2002;

Sandven, 2000).

Nos EUA, no periodo de 1979 a 2000, aumentaram os casos anuais desta infeccdo, que
passou de 164 mil (82,7/100 mil pacientes) para 660 mil (240/100 mil pacientes), com um
aumento na ordem de 207% (Martin et al. 2003). Outro estudo, também realizado nos EUA de
1989 a 1999 em 311 hospitais em 1116 unidades de terapia intensiva e um universo de

3.041.585 pacientes, houve uma incidéncia de 4,8/10.000 CVC; com 59% dos isolados de C.
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albicans; porém observou-se uma reducédo desta espécie e um crescimento das outras espécies,

com destaque para a C. glabrata (Trick et al. 2002)

Vaérios estudos tém demonstrado a importancia das leveduras do género Candida como
agentes de candidemia no Brasil (Edmund et al. 1999; Costa et al. 2000; Colombo et al. 2003,
Colombo et al. 2006). Em um estudo realizado em 11 hospitais terciarios, foi encontrado 712
casos de candidemia, e a Candida foi o quarto agente mais frequente isolado nas infeccGes de
corrente sanguinea. Ainda no Brasil, em relacdo a distribuicdo por espécies, segundo este
estudo, a C. albicans foi a mais isolada seguido de C. tropicalis. (Colombo et al. 2003). Um
estudo realizado em hospitais do Nordeste mostrou a importancia da C. tropicalis em infecgdes
fangicas nosocomiais (Hinrichsen et al. 2009). Ha ainda varios estudos que demonstram o
crescimento de outras espécies de CNA como agentes de infeccdo e com seu aumento nas
ultimas décadas, pois em 1980 as C. albicans representavam 80% das infeccBes (Beck-Sagueé,
1993) e mais recentemente, espécies Candida ndo-albicans tém representado 50% ou mais das

infeccBes hematogénicas por Candida (Dignani et al. 2003; Swoboda et al. 2003).

As candidemias também podem levar a comprometimentos de outros sitios antdmicos.
Um estudo observacional recente encontrou endocardite infecciosa em 8,3% dos pacientes com
candidemia; tendo como fator de risco o uso de proteses vasculares e candidemia persistente.
(Fernandez Cruz et al, 2010). Alguns estudos encontraram candidiase ocular como complicacao
de candidemia. Um estudo realizadodo com um grande ensaio clinico, utilizou o exame de

fundoscopia e revelou Candidiase ocular em 16% dos pacientes (Oude Lashof, 2011).

2.3. Fatores associados a candidemia

O homem por ser hospedeiro da Candida spp. em varios sitios anatémicos, e pode por

inimeros fatores desencadear um desequilibrio nessa relagéo facilitando o desenvolvimento de
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candidemias (Pinhat et al. 2012; Miranda, 2008). Entre os mais importantes estdo uso prévio de
antibioticos de largo espectro, longo periodo de internacdo hospitalar, neutropenia, nutricdo
parental, sonda vesical, ventilacio mecénica e cateter venoso central. Além desses fatores,
outros merecem destague como extremos de idade, imunossupressdo, insuficiéncia renal,
diabetes, quimioterapia, radioterapia, lesdo de mucosas, hemodialise, cirurgia prévia e
corticoterapia (Alonso-Valle et al. 2003; Cheng et al. 2005; Shigemura et al. 2014; Henriquez

etal. 2011).

As fontes de infeccdo podem ser exdgenas e enddgenas. As exogenas sao provenientes
de fontes fora do paciente como as maos dos profissionais de saude, contaminacdo de acessos
ou solucdes injetaveis (Hota, 2004; Bouza et al. 2008; Sanchez et al. 1993). As fontes enddgenas
sdo as provenientes do paciente, quando o mesmo é hospedeiro de diversas espécies de Candida
gue podem estar colonizando a mucosa oral, genitais, trato gastro intestinal e uretra (Roilides

et al. 2003; Benetucci et al.2008; Pinhat et al. 2012).

Num estudo de coorte realizado com neonatos tambem foram verificados o parto vaginal
e 0 peso como fator de risco relacionado a candidemia. A colonizacgdo retal por espécies de
Candida foi encontrada em 89% dos neonatos (Pinhat et al. 2012). Em outra publica¢cdo com
amostras do Mato Grosso do Sul verificou-se 100% de presenca de CVC e Ventilagcdo mecanica,
e uma mortalidade de 76%, mostrando a gravidade destas infeccOes nesta faixa etéria,

associadas a fatores inerentes a este estagio da vida (Xavier et al. 2008).

Outro estudo relata a importancia do cateter venoso central, neoplasisa, uso de
antimicrobianos de amplo espectro (Theoklis et al. 2010). A translocacdo do trato
gastrointestinal para corrente sanguinea, em pacientes com cirurgias e nutricdo parenteral,
foram relatadas e confirmadas por biologia molecular que comprovou a similaridade genética

entre os isolados do trato gastrointestinal e sangue dos pacientes (Nucci et al. 2001).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shigemura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24424346
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A Candida foi encontrada colonizando 80% do trato digestivo de adultos saudaveis e
30% de vaginas de mulheres (Dignani et al. 2003). Também ja foi isolada de solo, fémites,
superficies hospitalares e alimentos (Sidrim et al. 1999; Lacaz 2002). Em Manaus, culturas
positivas para Candida foram observadas na cavidade oral de 50% dos pacientes estudados
(Araujo-Passos et al. 2009).

A identificacdo das fontes no processo de investigacdo epidemioldgica torna-se

importante para adogdo de medidas de prevencdo e controle destas infec¢es.

2.4 Testes de sensibilidade a antifungicos

Muitos microrganismos causadores de IRAS tém apresentado resisténcia farmacoldgica
e isso representa um grave problema de saude publica, podendo levar a surtos e altas taxas de
mortalidade. Em relacdo a Candida, a resisténcia in vitro aos antifingicos ainda é muito baixa,
porém se observa o aumento do uso profilatico de antifingicos, periodos prolongados de
tratamento e novas classes de antifingicos sendo utilizadas, como as equinocandinas. Este uso
mais prolongado, muitas vezes inadequado, pode alterar o perfil de sensibilidade destas

leveduras (Colombo et al. 2006; Talarmin et al. 2009).

O fluconazol € uma das drogas mais utilizadas na profilaxia das candidemias, e isso tem
levado ao aumento da resisténcia de espécies Candida nao-albicans, especialmente C. glabrata
e C. krusei (Colombo et al. 2003, Colombo et al. 2006). Um estudo realizado no Brasil
encontrou 7,2% de resisténcia da C. tropicalis e 64,7% da C. glabrata (Furlaneto 2011). Por
isso, a determinacdo do perfil de sensibilidade destes agentes torna-se essencial para que o

tratamento antifungico seja conduzido de maneira segura, correta e eficaz.

Pelo antifungigrama € possivel fazer vigilancia e detectar isolados de Candida

resistentes. O método de referéncia para antifungigrama foi padronizado pelo Clinical
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Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), e é continuamente aperfeicoado. A metodologia,
cujo principio é o de diluicdo em caldo, apresenta boa reprodutibilidade, porém, além de ser
muito trabalhosa, é de dificil leitura e exige muita habilidade do manipulador, além de uma
leitura tardia de 48h. No mercado existem sistemas comerciais de manipulagdo menos
laboriosos e de facil manuseio, como por exemplo, o Etest, que vém apresentando boa
correlacdo com a metodologia de referéncia (CLSI, 2008). Uma das principais vantagens dessa
técnica é o menor tempo de leitura (24 horas), além da facilidade de execucao (Pfaller, 2012).

Porém, tem custo mais elevado em comparacao ao método de diluicdo em caldo.

Os antifungicos utilizados para tratamento de candidemias segundo os guidelines sao:
Polienos - Anfotericina (desoxicolato, lipossomal ou formulacdo lipidica), Imidazois -
Fluconazol, Voriconazol e as Equinocandinas - Caspofungina, Micafungina e Anidulafungina.

(Pappas et al, 2009; Cornely et al, 2012; Hope et al, 2012).

Um estudo brasileiro que analisou o conhecimento dos médicos a respeito da terapia
antifungica verificou que ndo ha um protocolo instituido e que muitos prescritores nao
obedecem aos guidelines de manejo destas infecgdes. Também ndo realizavam o0s exames
recomendados de fundoscopia e ecocardiograma em todos 0s pacientes que apresentaram
culturas confirmatorias da presenca de Candida nas hemoculturas. Somente 49% dos
prescritores tinham acesso ao perfil de sensibilidade e a maioria prescrevia o tratamento

empiricamente (Shultz et al. 2013).

O desconhecimento da epidemiologia local, dos guidelines de tratamentos e a falta de
protocolos, s6 reforcam a necessidade de buscar a melhoria do diagndéstico e da determinacao
do perfil microbiologico das infeccdes e o conhecimento do perfil de sensibilidade destes
agentes antimicrobianos, a fim de se obter o sucesso terapéutico. Somente o uso apropriado e

em tempo adequado podem mudar o desfecho destas infecgdes (Patel et al. 2009).
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2.5. Fatores de Viruléncia

A viruléncia ¢é definida como a capacidade quantitativa de provocar doencgas. Portanto,
fatores que promovem esta caracteristica tem grande importancia, pois podem levar a infecgdes
relacionadas a assisténcia a salde, aparecimento de surtos e aumento da resisténcia aos
antifangicos (Calderone et al. 2001).

Entre os principais fatores de viruléncia das leveduras estdo a capacidade de expressdo
de enzimas extracelulares, fosfolipases e proteinases, que degradam os tecidos do hospedeiro,
para produzir material a ser utilizado como nutriente, rompendo barreiras celulares,
aumentando a invasdo tecidual, e degradam importantes proteinas de defesa imunoldgica
consequentemente diminuindo o processo inflamatério. A atividade de fosfolipase foi descrita
em Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida guilliermondii e
Candida krusei. (Kantarcioglu et al. 2002; Shimizu, 1989; Borst et al. 2003; Mohan et al. 2008;
D’eca Jr et al. 2011; Sandovsky et al. 2006). A producdo de proteinases esté ligada aos genes
denominados Secreted aspartyl proteinases (Saps), bem descritos em Candida albicans. Ja
foram identificados 10 genes Saps em C. albicans (Naglik et al. 2003), quatro em C. tropicalis
(Parra-Ortega et al. 2009), trés em C. parapsilosis (Merkerova et al. 2006) e nenhum em C.
glabrata (Silva, 2010) e em outras espécies. As enzimas categorizadas como fosfolipases (PLs,
do inglés phospholipases) também sdo consideradas fatores de patogenicidade em Candida que
hidrolisam os fosfolipidios e 0s acidos graxos e sdo classificadas de acordo com o seu modo de
acdo em PLs A, B, C e D (Leidich et al. 1998). Varios estudos j& mostraram que espécies de
Candida nédo-albicans (CNA) séo capazes de produzir fosfolipases extracelulares (Foteda et al.
2005; Dagdeviren et al. 2005). Um estudo brasileiro, analisou 37 isolados de Candida e
encontrou 100% de C. albicans produtoras de enzimas, sendo 68,8% de proteinases e 32,3% de

fosfolipase (Silva et al, 2007).
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Outro fator de viruléncia é a producdo de toxinas que causam lesdo celular, que
aumentam as propriedades imunossupressoras e inibem o processo inflamatdrio. Também pode
ser usado como marcador epidemioldgico em casos de infec¢cbes nosocomiais causadas por

leveduras patogénicas (Morace. 1984; Merz, 1990).

A capacidade de adesdo a células e tecidos permite a entrada e a permanéncia do
patdbgeno no organismo. Esta capacidade é um pré-requisito para a colonizacdo de um
determinado sitio e causa de uma subsequente infec¢do, pois esta desencadeia 0 processo
infeccioso. Para que ocorra adesdo, o primeiro estagio depende da aproximacédo ou do contato
inicial entre a parede celular da levedura e a superficie da célula do hospedeiro ou de materiais
médico-hospitalares, isto tem a interferéncia de fatores biologicos e ndo bioldgicos.
Estabelecida a aderéncia comeca uma interacdo para promover a formacdo de uma comunidade
plural de seres microscopicos, em gque ha dependéncia metabolica de grau variavel entre seus
constituintes, caracterizando, assim, a estrutura conhecida como biofilme (Giolo et al. 2010;
Nobile et al. 2008; Calderone et al. 2001).

A capacidade de formacao de slime (biofilmes) sobre células e superficies inanimadas,
pode levar a infeccdes recorrentes por manutencdo da fonte de infeccdo como sondas e
cateteres. (Silva et al. 2007) estudou C. albicans quanto a producédo de slime e observou que
35,1% foram negativas, 35,1% fracamente positivas, 8,1% moderadamente positivas e 21,6%
fortemente positivas. Também identificou que todos os isolados de Candida parapsilosis
produziram este fator de patogenicidade. Semelhante comportamento observado em outro
estudo que analisaram isolados de Candida provenientes de sangue, onde 80,5% das amostras
produziram slime, sendo que 89,4% das Candida parapsilosis apresentaram esta atividade,
(Ozkan et al. 2008).

A producéo de tubo germinativo por algumas espécies de Candida levam a producéo da

forma filamentosa e consequente producao de enzimas e toxinas. Este tubo é um prolongamento
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continuo da célula-mée leveduriforme produzido no inicio do processo de filamentagéo, sendo
considerada uma forma de transicdo entre a levedura e o micélio. Esta forma esta associada a
patogénese da candidiase, pois estes podem aumentar a adesdo de levedura para as células da
mucosa, por conseguinte melhorar a sua capacidade invasiva e tornando-se potencialmente mais
virulento para o hospedeiro (Luo et al. 2001; Dambroso et al. 2009)

A producdo de hemolisinas é um fator de viruléncia que contribui para a patogénese da
candidiase, sendo classificada em dois tipos: a e B (Franca et al. 2010). Esta enzima degrada a
hemoglobina para extrair ferro, e promover a disseminacdo da espécie (Silva, 2010).

A hidrofobicidade da superficie celular e resisténcia a altas temperaturas sdo fatores que
facilitam a adesdo e a permanéncia do patdgeno no hospedeiro, mesmo em condigdes
desfavoraveis. As Candida ndo-albicans sdo superiores a C. albicans em relacdo as
propriedades de aderéncia e hidrofobicidade (Doyle et al. 1990, Luo et al. 2002).

Néao foi encontrada diferenca significativa em relacédo a fatores de viruléncia em isolados
de Candida provenientes da mucosa oral de um grupo caso e controle de pacientes com SIDA,
porém fatores como producédo de enzimas e formacao de slime ficaram mais evidenciados nas
espécies de C. albicans do que nas CNA (Samaranayake et al. 2005; Branco et al. 2012).

Acredita-se que haja uma a¢do sinérgica entre varios mecanismos de agresséo, 0s quais
em associacao a debilidade na resposta do hospedeiro e a existéncia de dispositivos invasivos
pode conduzir a candidiase, inclusive sisttmica (Chakrabarti et al. 1991; Calderone et al. 2001;
Llanos et al. 2006; Ozkan et al. 2008). A busca de se entender estes mecanismos associados e,
pela biologia molecular explicar como isto ocorre na expressao génica da espécie, podem levar

a mecanismos de compreensédo da patogenicidade da candidiase.
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2.6 Diagnostico da Candidemia

A hemocultura é o método basico no diagnostico da candidemia (Tarrand et al. 1991;
Hellinger et al. 1995; Saito et al. 2003). Na pratica do diagndstico das candidemias se utilizam
técnicas manuais tradicionais de cultura através de estudos morfoldgicos e provas bioquimicas,
porém atualmente se busca aperfeicoar a deteccdo destes microorganismos por equipamentos
automatizados, entre eles o sistema de cultura em meio bifasico, e mais recentemente 0s
sistemas de lise centrifugacdo e radiométrico (Bodey et al. 1993). O método automatizado
diminui o tempo de espera do resultado e impacta na evolucdo clinica de pacientes com
infeccdes da corrente sanguinea (Pereira, 1997). O tempo de espera do resultado pode impactar
no desfecho. O método automatizado utilizado em estudo de casos de pacientes de alto risco
gerou a média de 2,1 dias para deteccdo de candidiases disseminadas em culturas de sangue

(Telenti et al. 1991).

Mesmo a hemocultura sendo considerada a técnica “padrdo ouro” no diagndstico de
candidemias, o resultado pode permanecer como negativo apesar do diagndstico clinico e da
disseminacdo de Candida em érgdos internos (Geha &Roberts, 1994). A falha na detec¢édo pode
chegar até 65% (Borst et al. 2001), muitos fatores podem estar relacionados: presenca de
antifingicos no sangue do paciente, baixo numero de microrganismos, uso incorreto do meio,

dentre outros (Fricker —Hidalgo et al. 1998).

Os métodos que utilizam o DNA para a deteccéo de espécies de Candida sdo um meio
adicional e potencialmente mais sensivel no diagndstico da candidiase disseminada (Fujita et
al. 1995), pois sabe-se que apenas 1 a 10 unidades formadoras de col6nias (UFC) por mL de
sangue podem estar presentes, o que pode dificultar o diagnéstico das candidemias. Esse fato
evidencia porque métodos diagndsticos biomoleculares como o da amplificacdo de DNA, séo
cada vez mais utilizados e produzindo bons resultados (Klan & Mustafa, 2001; Borst et al. 2001;

Ahmad et al. 2004).
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Uma metanalise recente estudou os métodos de diagndstico da candidemia; e dentre elas
as metodologias que utilizam antigenos ou anticorpos e concluiu que esta metodologia tem
menor desempenho na deteccdo e sdo de baixa sensibilidade e especificidade (Cortes et al.
2011). Em pacientes imunocomprometidos as técnicas que utilizam antigeno e anticorpos

demonstram deficiéncia no diagnostico (Reiss & Morrison, 1993; Zoller et al. 1991).

Foi verificado que a Biologia molecular tem pouco rendimento e de dificil diagndstico
para espécies de Candida mais raras, devido o desenho adequado dos primes, sendo assim
menos sensivel e menos indicada para diagnostico de rotina. A biologia molecular é importante
para estudos epidemiol6gicos e em surtos e as provas que utilizam antigenos e anticorpos para

0 acompanhamento da terapia instituida (Cortes et al. 2011)

A PCR é atécnica que permite rapida identificacdo de alguns fungos. Esse ensaio utiliza
uma sequéncia pequena (9 a 10 pares de bases) como primers aleatdrios para a amplificacdo do
DNA. Essa variacdo da PCR permite avaliar a correlacdo genética entre isolados da mesma
espécie (Kanbe et al. 2002). Também se pode analisar a similaridade entre isolados clinicos e
se microrganismos da mesma espécie sdo iguais, similares ou diferentes, discriminando
subpopulagdes intraespécies (Pappas et al. 2003). E uma das técnicas mais empregadas para
esse propdsito devido a sua facilidade de execucdo e auxilio na analise de inquéritos

epidemiologicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar o perfil epidemiolégico de pacientes com candidemias e avaliar a
susceptibilidade in vitro aos antifingicos e fatores de viruléncia de Candida spp. isoladas de

hemoculturas de pacientes internados em Unidades Hospitalares de Manaus — AM.

3.2 Especificos

e Descrever as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes acometidos por
infeccdes sistémicas ocasionadas por espécies de Candida;

e Auvaliar a susceptibilidade in vitro dos isolados de Candida a equinocandinas e
antifungico azélico;

e Investigar fatores de viruléncia que séo produzidos pelos isolados de Candida.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal, descritivo e observacional.

4.2. Populacéo e local do estudo

No estudo foram utilizados 101 isolados de Candida obtidos das hemoculturas
realizadas pelo Laboratorio terceirizado que presta servico de microbiologia para os 11
Hospitais de onde os pacientes foram provenientes. Estes Hospitais sdo: 1 Hospital Maternidade
Privado, 3 Prontos-socorros infantis, 3 Prontos-socorros adultos, 2 Maternidades e 2 Hospitais
infantis; sendo estes outros 10 estabelecimentos publicos. Estas unidades representam 1/3 das

unidades de internacdo de Manaus. O periodo de estudo foi de janeiro a dezembro de 2013.

As coletas foram realizadas de acordo com a solicitacdo médica, e nas enfermarias as
coletas foram realizadas pela prépria equipe do laboratdrio e as coletas das UTIs pelas equipes
de enfermagens de cada uma das unidades, em frascos de hemocultura (adulto e pediatrico) da
BD (Paris, Franca). Apds isso, 0s mesmos foram colocados nos equipamentos Bactec 9120 ou
Bactec 9050. No caso de culturas positivas, elas foram semeadas em meios de cultura seletivos
(Agar Sangue, Agar Mac Conkey, Agar Sabouraud e Agar Chocolate). Apos o crescimento foi
realizado uma coloracdo de Gram. Posteriormente foi preparado uma suspensdo com 3ml de
salina a 0,45% (bioMeérieux, Paris, Franca) e com o densiChek (bioMérieux, Paris, Franca) feita
a leitura da escala McFarland que deve ficar entre 1,8 a 2,4. Depois foi colocado no
equipamento Vitek® (bioMeérieux, Paris, Franca) que determina qual o microrganismo isolado

e 0 seu respectivo fungigrama em 24 horas. Os positivos para 0 género Candida foram repicados
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em tubo de ensaio com meio de cultura Agar Sabouraud e enviados ao laboratério de Micologia

do Instituto Lednidas e Maria Deane/ Fiocruz-Amazonia.

4.3. Critérios de inclusao

Os pacientes foram incluidos no estudo mediante os seguintes critérios: paciente com
exames de hemocultura positiva para Candida, aceite do paciente ou dos familiares em
participar da pesquisa mediante a concordancia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), estar internado em um estabelecimento Assistencial de Saide no momento

do diagnostico e estar com sinais e sintomas de Infeccéo Sistémica.

Um mesmo paciente foi considerado como novo caso quando houve uma nova
hemocultura positiva apds 30 dias do primeiro caso detectado. Também foram consideradas
como novos casos as infeccdes por C. albicans de um mesmo paciente com perfil genotipico
diferente apos a analise de MLST, mesmo que ndo fosse obedecido o intervalo de 30 dias ou

serem diagnosticadas espécies diferentes (Corréa, 2014).

4.4. Critérios de exclusdo

Foram excluidos do presente estudo todos os pacientes que tiverem hemoculturas
positivas para Candida e que ndo apresentaram sinais e sintomas de infec¢do sistémica, ou
aqueles isolados que perderem a viabilidade por algum motivo, ou ndo puderam ser

recuperadas.
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4.5. Coleta de dados

Esses dados foram levantados junto ao Servigo de Arquivo Médico e Estatisticas
(SAME) de cada uma das Unidades, conforme autorizacdo para utilizacdo dos mesmos (Anexo
01 e Anexo 02). Essas autorizagfes foram dadas tanto pela Secretaria Estadual de Saude, e

Diretores de cada uma das Unidades.

Os parametros analisados foram:

4.5.1 Dados demograficos

A idade foi analisada considerando os seguintes agrupamentos: recém-nascidos até 28
dias de vida, criangas de 29 dias a 1 ano, criangas de 1ano e 1 més a 15 anos e, adultos acima
de 15anos e 1 més, segundo os critérios adotados pelo Ministério da Saude. Além dos dados

como género, raca, naturalidade e procedéncia dos pacientes (Nunes, 2009).

4.5.2 Dados clinicos e epidemioldgicos (dados referentes a hospitalizacdo)

Setor e periodo de internacdo, tipo de hospital, tempo entre admisséo e diagndstico da
candidemia. Foram avaliadas também a presenca de algumas condic¢des de risco que ja foram
descritos estar relacionadas a candidemia: uso de drogas imunossupressoras como corticoides
e quimioterapicos, anti-retrovirais, uso de dispositivo intravascular, uso de sondas, ventilacéo
mecanica, nutricdo parenteral, internagdo em setores criticos (UTI/CTI), didlise, colostomia,
infeccdo prévia por leveduras em outros sitios anatdmicos evidenciada anteriormente, cirurgias
durante os ultimos 30 dias e uso de antibioticos e medicamentos gastroprotetores. Em relagédo
ao tratamento antifingico, foi observado o tipo de droga prescrita. Tratamento antifingico
prévio foi considerado quando o paciente estava em uso de droga sistémica (anfotericina B,

fluconazol ou equinocandinas) por no minimo 48 horas antes da coleta do sangue.

As doengas de base foram divididas em: Doencas cardiacas (choque cardiogénico,

derrame pericardico, arritmias e cardiopatias congénitas), doencas gastrintestinais (enterocolite
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necrotizante, megacolon, gastroquise, fistula entérica, pancreatite, hérnia diafragmatica,
Ulceras, atresia de esdfago, abdomem agudo obstrutivo, e anoalia anorretal), doencas
pulmonares (pneumonia, hipertensdo pulmonar, broncodisplasia, insuficiéncia respiratoria
aguda e cronica e estenose de traquéia), doencas neuroldgicas (neuropatia congénita, isquemia
cerebral, sequelas neuroldgicas, aneurisma e acidente vascular cerebral) e outras doencas
(sepse, sindromes, traumas, afogamento, queimaduras, abcessos, leucemias, fasceite

necrotizante, diabetes e etc.).

Linfocitose foi considerada quando o hemograma revelou um valor maior ou igual a
4.000 linfécito/mm3 e plaquetopenia quando houve contagem igual ou inferior a 150.000
plaquetas. Estes dados foram obtidos do prontuario do paciente (Rodrigues, 2009; Nunes,

2009).

4.6. Analise estatistica

Os dados obtidos nas andlises de prontuarios foram tabulados no software Excel e
posteriormente analisados no programa R x 6.43.1.1. Statistics. As distribuicdes de frequéncias
das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos casos de candidemia sdo apresentadas na

forma de Tabelas. O nivel de significancia utilizado em todas as analises foi de 0,05.

4.7. Aspectos éticos

Este trabalho foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da
Universidade Federal do Amazonas e estd aprovado com o CAAE- Certificado de Apresentacao

para Apreciacéo Etica N. 12200612.3.0000.5020.
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4.8. Amostras

No estudo foram utilizados 94 isolados obtidos de 101 hemoculturas de pacientes
internados nas Unidades Hospitalares estudadas. Sete amostras foram excluidas nas analises
laboratoriais devido a inviabilidade das leveduras ou ndo preenchimento dos critérios de
inclusdo. Os demais isolados originais foram repicados em duplicata em tubos de ensaio com
meio de cultura Agar Sabouraud e estdo armazenados no Laboratorio de Biodiversidade em

Saude/Micologia do ILMD-Fiocruz.

4.9. Teste de sensibilidade a antifungicos

As amostras de Candida foram testadas quanto a sensibilidade aos antifingicos,
voriconazol, micafungina e caspofungina. Estes foram escolhidos por se tratarem de op¢oes
terapéuticas disponiveis nas unidades hospitalares de estudo. Foram utilizadas fitas de Etest

(Biomerieux).

Foi utilizado o meio Agar RPMI 1640 + MOPS + Glicose que € constituido de RPMI
1640 (contendo L-glutamina, Sigma, USA) 8,4g , Tamp&o MOPS (Sigma, USA ) 34,5g, Agar
15,0g, D-Glicose 20,0g, NaOH 1M 80-90ml, Agua Deionizada 900ml, Volume Total 1000
ml. Os pds de RPMI e MOPS foram dissolvidos em 500 ml de agua deionizada estéril e filtrado
com uma membrana 0,2um esterilizante. Foi dissolvido a glicose e o agar em 500 ml de agua
deionizada esteril. Autoclavado por 15 minutos (aproximadamente 121°C). Resfriado a 45-
50°C. Gentilmente misturada a solugdo morna (aprox. 45°C) de RPMI + MOPS com a solugéo
resfriada do agar glicose. O pH foi ajustado para 7,0 com a solucdo de NaOH 1M. Apos isso,

distribuiu-se 60 ml do meio em placas de Petri estéreis de 150mm.

O inoculo foi preparado a partir de colonias de Candida cultivadas em meio Sabouraud
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Dextrose (SAB) ap0s 24 horas de crescimento e homogeneizado em NaCl 0.85% para turvacéo
0.5 McFarland. Um swab esteril foi mergulhado na suspenséo do indculo para a semeadura da
levedura. Apds 15 minutos as fitas de Etest foram aplicadas. Em cada placa foram aplicadas as
3 fitas. As placas de Petri foram incubadas em estufa a 37° C por 24 a 48 h. Apds esse periodo
realizou-se a leitura da CIM (concentracdo inibitéria minima). Para a determinacdo de

resisténcia foram observados os breakpoints estabelecidos pelo CLSI em 2012 (Tabela 01).

Espécie de Candida Antifdngico Breakpoints
Candida albicans Caspofungina S<=0.25 R>=1
Micafungina S<=0.25 R>=1
Voriconazol S<=0.12 R>=1
Candida glabrata Caspofungina S<=0.12 R>=0.5
Micafungina S<=0.06 R>=0.25
Voriconazol ND
Candida guillermondii Caspofungina S<=2 R>=8
Micafungina S<=2 R>=8
Voriconazol S<=0.12 R>=1
Candida parapsilosis Caspofungina S<=2 R>=8
Micafungina S<=2 R>=8
. S<=0.12 R>=1
Voriconazol
Candida tropicalis Caspofungina S<=0.25 R>=1
Micafungina S<=0.25 R>=1
Voriconazol S<=0.12 R>=1
Outras Candida Caspofungina ND
Micafungina ND
Voriconazol ND

Tabela 01 - Novos Breakpoints dos antiflingicos de acordo com a espécie de Candida estabelecidos pelo CLSI
M27-S4 no ano de 2012. ND: Né&o definido.

4.10. Determinacéo de fatores de viruléncia

a) Producéo de fosfolipase

Culturas de leveduras com 24h de crescimento em agar Sabouraud Dextrose foram

inoculadas em placas de Petri com meio base mais emulsdo de ovo a 50% em solucéo
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fisioldgica. O meio base é constituido de 10g de peptona, 30g de glicose, 57,3g de cloreto de
sodio, 0,55¢g de cloreto de calcio, 20g de agar e 1000 mL de &gua destilada. A esta solugédo
previamente esterilizada em autoclave foi acrescentado 4% da emulsdo de gema de ovo 50%
(Difco). Para cada levedura foi preparada uma suspenséo de células em solugéo salina ajustada
na escala 1 de McFarland. Foram inoculados 10uL dessa suspensao em pontos equidistantes
nas placas. Em cada placa foi inoculada uma levedura em triplicata. A leitura do teste foi
realizada ap0s quatro dias de incubacdo a 37°C, sendo considerada como positiva a producao
de zona opaca de precipitacdo ao redor da coldnia. A atividade enzimaética (Pz) foi medida
através darazao entre o diametro da colonia e o didmetro da coldnia mais a zona de precipitacao.
Quanto menor o valor de Pz, maior a atividade enzimatica, assim sendo, Pz= 1 indica auséncia
de atividade enzimatica, 0,64 <Pz< 1 indica atividade enzimatica positiva e quando Pz < 0,63

ha atividade enzimética fortemente positiva (Price et al. 1982).
b) Producdo de proteinase

As leveduras foram cultivadas por 24h em Agar Sabouraud Dextrose a 28°C e
inoculadas em placas de Petri contendo agar BSA (Albumina de Soro Bovino), que consiste em
uma solucdo de 300mL de agua destilada, 0,2g de sulfato de magnésio heptahidratado, 2,5g de
fosfato de potassio bibasico, 5g de cloreto de sédio, 1g de extrato de levedura, 20g de glicose e
2,5g de albumina bovina fragéo V (Sigma), que foi ajustada a pH 3,5 com HCI e posteriormente
esterilizada por filtracdo em filtros Millipore de 0,22um de diametro e adicionada de 20g de
agar em 700 mL de agua esterilizados por autoclave. A padroniza¢do do indculo foi feita
conforme descrito para o teste de producéo de fosfolipase. Em cada placa foi inoculada uma
levedura em triplicata. A leitura do teste foi feita ap6s sete dias de incubagdo a 37°C, sendo
considerada como positiva a producéo de halo transparente ao redor da colnia. A atividade
enzimatica (Pz) foi medida seguindo-se 0 mesmo esquema da fosfolipase (Chen et al, 1996;

Ruchel et al. 1982).
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c¢) Producéo de Biofilme

Uma algada de 10yl de células de leveduras crescidas a 24h em &gar Sabouraud Dextrose
foi inoculada num tubo de poliestireno Falcon contendo 10 ml de caldo de Sabouraud
suplementado com glicose a 8%. Os tubos foram incubados a 35 ° C durante 24 h. A suspenséo
de células em tubos foram vertidos e lavados com &gua destilada duas vezes. Depois coradas
com solugdo a 1% de safranina. Os tubos foram examinados quanto a presenca da camada
viscosa e classificados como negativa, positiva fraca e forte positivo. Cada uma das amostras

foi testada trés vezes e cada tubo foi lido por dois observadores (Ozkan et al. 2008).

d) Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada conforme Rossoni et al. (2013) com algumas
modificacbes. O meio foi preparado com 7 mL de sangue fresco por 100 ml de agar Sabouraud
Dextrose suplementado com 3% de glucose. O pH final foi ajustado para 5,6 £ 0,2. Foram
inoculados 10uL da suspensdo de células com turvacdo ajustada a escala 1 MacFarland. As
placas de Petri foram incubadas a 37°C durante 48 horas em uma atmosfera de 5% de CO2. A
atividade hemolitica foi medida utilizando Pz, ou seja, Pz = 1.00 - nenhum halo foi produzido,
ndo havendo actividade enzimatica. Quanto mais baixo for o valor de Pz, tanto maior a atividade

enzimatica do isolado. Todos os testes foram realizados em triplicata para cada isolado.
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5. RESULTADOS

5.1. Descricdo das caracteristicas clinicas e epidemiolodgicas, evolucdo dos casos e
terapéutica instituida, dos pacientes acometidos por infec¢des sistémicas ocasionadas por

espécies de Candida

A partir das 101 hemoculturas positivas para Candida obtidas entre 01 de janeiro a 31 de
dezembro de 2013 nos 11 hospitais foram identificados 85 casos de candidemia em 81
pacientes, sendo que 2 pacientes tiveram infeccGes apds 30 dias do primeiro diagndstico e 2
pacientes tiveram infec¢des dentro dos 30 dias por 2 espécies diferentes de Candida das isoladas
inicialmente. Dois casos de Candida parapsilosis e um caso de Candida pelicullosa foram
excluidos do estudo por terem sido classificados como contaminantes, pois nao houve a terapia

antifungica instituida.

Segundo a evolucao clinica, 33 (40,8%) dos 81 pacientes com candidemia foram a 6bito,
5 eram adultos e 28 criancas (Figura 2). A maior mortalidade proporcional foi observada entre
os adultos (54,5%). Sete pacientes morreram antes do resultado da hemocultura, pois se tratava
do dia da coleta ou dias imediatamente posteriores, o que impediu o diagnéstico em momento

oportuno, e a instituicdo da terapia antifungica. Estes dados estdo descritos na Tabela 02.

Faixa de idade Numero total de NUmero de 6bitos ~ Numero de sobreviventes (%
casos (% total) (% faixa) faixa)
0 — 28 dias 19 (23,4%) 8 (42,1%) 11 (57,9%)
29 dias — <I ano 40 (49,4%) 15 (37,5%) 25 (62,5%)
>1 ano — <15 anos 11 (13,6%) 4 (36,4%) 7 (63,6%)
>15 anos 11 (13,6%) 6 (54,5%) 5 (45,5%)
Total 81 (100%) 33 (40,8%) 48(59,2%)

Tabela 02 - Relacdo entre a frequéncia de casos e nimero de 6bitos segundo a faixa etaria de pacientes com
candidemia internados em Hospitais de Manaus/AM no ano de 2013.

Quanto a etiologia, a Candida albicans foi o fungo isolado mais frequente (34,57%, 28

casos), seguido de Candida tropicalis (32,1%, 26 casos) e Candida parapsilosis (17,29%, 14
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casos) e outras espécies corresponderam a 16,05%. Os isolados de todas as Candida nao-
albicans representaram 65,43% (53/81) do total das ocorréncias. A freqliéncia das espécies de

Candida isoladas da corrente sanguinea segundo a faixa etaria dos pacientes pode ser observada

na Figura O1.
Candida albicans | 34,57%
Candida tropicalis | 32,10%
Candida parapsilosis | 17,28%
Candida spp | 3,70%
Candida orthopsilosis | 3,70% Fspecies
Candida glabrata | 3,70%
Candida haemulonii | 2,47%
Candida guilliermondii | 2,47%

000 o005 010 015 020 025 030 035 040

Figura 01 - Distribuicdo das espécies de Candida isoladas das hemoculturas dos pacientes internados em 11
unidades hospitalares do municipio de Manaus/AM no ano de 2013.

Candida tropicalis foi isolada em 45,5% (15/33) dos pacientes que evoluiram a ébito, e C.
albicans 39,4% (13/33) e outras espécies 15,1% (5/33). O 6bito geral ocorreu em 40,7% dos pacientes.

(Figura 2)
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Figura 02 - Distribuicdo dos 6bitos por espécies do género Candida isoladas das hemoculturas dos pacientes
internados em 11 unidades hospitalares do municipio de Manaus/AM no ano de 2013.

Dos 81 pacientes estudados 67,9% sdo do sexo masculino e 32,1% do sexo feminino.
Pacientes pediatricos corresponderam a 86,4% (70/81) e adultos a 13,6% (11/81) dos casos. A
idade dos pacientes no dia da coleta da hemocultura variou de 7 dias a 89 anos. Entre os

pacientes pediatricos a mediana das idades foi de 60 dias e entre os adultos de 53 anos.

A Candidemia ocorreu em média 30 dias (mediana de 18 dias) ap6s a admissao
hospitalar (variando entre de 2 a 466 dias). Todas as infecches obedeceram aos Critérios
Nacionais de Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (ANVISA, 2010). Um terco dos
pacientes tiveram como procedéncia as maternidades (ver Figura 03) e dois tercos nascidos na
capital Manaus. No momento da coleta 65 pacientes (84,4%) estavam hospitalizados na UTI, e
12 (15,6%) em enfermarias conforme Tabela 03. A raga mais comum ¢ a parda de predominio

da raca brasileira.
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Figura 03 - Procedéncia dos pacientes internados com candidemia em 11 unidades hospitalares do municipio
de Manaus/AM no ano de 2013. Legenda: Hosp= Hospital, PSI= Pronto-Socorro Infantil.

Na tabela 03 estdo descritas as variaveis demogréaficas: género, situacdo de internacao,
procedéncia, setor de internagdo no momento do diagndstico, naturalidade, tempo de internagdo até o
aparecimento da infeccdo fangica e a cor. Houve predominio da cor parda, mais comum entre a

populagdo manauara, e vale ressaltar que o aumento de tempo de internacdo foi de 9 a 43 dias de

internacao.
Isolados
Candida  Candida Candida Outras Total
Variaveis albicans  tropicalis parapsilosis P valor
n=_81
n=28(%) n=26(%) n=14(%) n=13 (%) (%)
Género 0,6122
F 9(32,1) 8 (30,8) 3(21,4) 6 (46,2) 26 (32,1)
M 19(67,9) 18(69,2) 11 (78,6) 7 (53,8) 55 (67,9)
Situacéo 0,0141
Alta 15(53,6) 11(42,3) 13(92,9) 9 (69,2) 48 (59,3)
Obito 13 (46,4)  15(57,7) 1(7,0) 4 (30,8) 33 (40,7)

Procedéncia 0,2582



Hospital
Interior
Maternidade
Pronto-socorro
Residéncia

Setor de
internagdo™
Enfermaria
UTI

Naturalidade*
Interior
Manaus

Outro Estado

Dias entre internacéo e cultura

Mediana (11Q)

Cor*
Branca

Indigena
Parda

6 (21,4)
2(7,1)
7 (25)
7 (25)

6 (21,4)

4 (14,8)
23 (85,2)

5 (20)
20 (80)
0(0)

20

(11,2-25,5)

6 (22,2)
1(3,7)
20 (74,1)

1(3,8)
5(19,2)
9 (34,6)
5(19,2)
6(23,1)

3(13)
20 (87)

6 (27,3)
13 (59,1)
3 (13,6)

18
(9,5-24)

0(0)
3 (12,5)

21 (87,5)

1(7.1)
1(7.1)
7 (50)

5(35,7)

0(0)

2 (14,3)
12 (85,7)

1(7,1)
13 (92,8)
0(0)

17,5
(12,8-45,2)

1(7,1)
0(0)
13 (92,8)

1(7,7)
3(23,1)
3(23,1)
2 (15,4)
4 (30,8)

3(23,1)
10 (76,9)

1(14,3)
6 (85,7)
0(0)

25
(5,5-43,2)

4 (40)
1(10)
5 (50)
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9 (11,1)
11 (13,6)
26 (32,1)
19 (23,5)
16 (19,8)

0,8892
12 (15,6)
65 (84,4)

0,242
13 (19,1)
52 (76,5)
3 (4,4)

0,7373
18
(9-33)

0,0152
11 (14,7)
5(6,7)
59 (78,6)

Tabela 03 - Variavéis demograficas de pacientes internados com candidemia em 11 unidades hospitalares do
municipio de Manaus/AM no ano de 2013 Nota: P-Nota: P-valor, valor em negrito indica diferenca estatistica
significante ao nivel de 5%. (1) Teste Quiquadrado. (2) Teste Exato de Fisher. (3) Kruskal Wallis. (11Q) Intervalo
Interquartilico. (%) por coluna.
*N inferior a 81, pois algumas informagdes ndo estavam contidas nos prontuarios.

As principais doengas de base encontradas neste estudo estdo descritas na Figura abaixo,

tendo maior frequéncia as doencas pulmonares e gastrointestinais.
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Figura 04 - Doencas de base de pacientes internados com candidemia em 11 unidades hospitalares do municipio
de Manaus/AM no ano de 2013.

Todos os pacientes foram submetidos a algum tipo de procedimento invasivo, conforme

demonstrado na Tabela 04. Entre as condi¢des apresentadas pelos pacientes citam-se a presenca

de cateter venoso central (95,9%), uso de gastroprotetores (84,9%), nutricdo parenteral (42,5%),

ventilacdo mecanica (69,9%) e cirurgia abdominal (58,9%). Anterior ao episddio de candidemia

8,1% pacientes ja estavam com diagndstico de outra candidose em um ou mais sitios anatdbmicos

(como ITU e infec¢do de sitio cirdrgico). Analisando o hemograma dos doentes a plaquetopenia

foi mais frequente que a linfocitose. Nos dias que precederam os episédios de candidemia,

quase a totalidade dos pacientes (98,6%) estavam utilizando antimicrobianos.

Isolados Total P valor
Candida Candida Candida Outr
Variaveis albicans tropicalis parapsilosis utras
— 92 (0 — 9a (0 — 14 (0 n=13 n=381
n =28 (%) n =26 (%) n =14 (%) (%) (%)
Uso prévio de
Corticoides* 0,843t
46
Né&o 15 (57,7) 15 (65,2) 10 (71,4) 6 (66,7) (63,9
26
Sim 11 (42,3) 8(34,8) 4 (28,6) 3(333) (36,1)

0,325?



Uso de
antimicrobianos

*
Néo
Sim

Cateter venoso
Central*

Néo
Sim

Nutrigéo
Parenteral*

Néao
Sim

Colonizacao
prévia*

Néao

Sim

Sonda gastrica ou

nasogastrica*
Nao
Sim

Cirurgia até 30
dias antes*

Nao
Sim
AIDS*

Nao
Sim

Quimioterapia*

Nao
Sim

Colostomia*
Nao

Sim

0(0)

27 (100)

1(3,7)

26 (96,3)

19 (73,1)

7 (26,9)

21 (80,8)

5 (19,2)

2(7,7)
24.(92,3)

11 (42,3)

15 (57,7)

26 (100)
0(0)

25 (96,2)
1(3,8)

21 (80,8)

5(19,2)

0(0)

23 (100)

1(4,3)

22 (95,7)

9 (39,1)

14 (60,9)

19 (82,6)

4 (17,4)

2(8,7)
21 (91,3)

8 (34,8)

15 (65,2)

23 (100)
0(0)

22 (95,7)
1(4,3)

18 (78,3)

5(21,7)

1(7,1)

13 (92,9)

1(7,1)

13 (92,9)

7 (50)

7 (50)

12 (85,7)

2 (14,3)

2 (14,3)
12 (85,7)

6 (42,9)

8 (57,1)

14 (100)
0(0)

14 (100)
0(0)

12 (85,7)

2(14,3)

0(0)

10 (100)

0(0)

9 (100)

7 (70)

3(30)

9 (90)

1(10)

2 (20)
8 (80)

5 (50)

5 (50)

9 (90)
1(10)

11 (100)
0(0)

8 (72,7)

3(27,3)

1(1,4)
73
(98,6)

3(4,1)
70
(95,9)

42
(57,5)
31
(42,5)

61
(83,6)
12
(16,4)

8 (11)
65 (89)

30
(41,1)
43
(58,9)

72
(98,6)
1(1,4)

72
(97,3)
2(2.7)

59
(79,7)
15
(20,3)

46

12

0,081t

0,972

0,6562

0,864

0,1342

12

0,9122



Troca de
antibiotico*
Néo

Sim

IRAS*

Sim
Neoplasia*

Néo
Sim

Diabetes*

Néo
Sim

Cardiopatia*
Nao
Sim

Insuficiéncia
renal*

Nao
Sim

Trauma*

Nao
Sim

Outra
candidiase*

Nao
Sim

Ventilacéo
mecanica*

Nao
Sim

Sonda Vesical
de demora*

0(0)

27 (100)

28 (100)

25 (96,2)
1(3,8)

26 (96,3)
1(3,7)

18 (66,7)

9(33,3)

24 (88,9)
3 (11,1)

25 (92,6)
2 (7,4)

20 (76,9)
6(23,1)

9 (33,3)

18 (66,7)

0(0)

23 (100)

24 (100)

22 (95,7)
1(4,3)

21 (91,3)
2 (8,7)

16 (69,6)

7(30,4)

23 (100)
0(0)

23 (100)
0(0)

23 (100)
0(0)

6 (26,1)

17 (73,9)

0(0)

14 (100)

14 (100)

14 (100)
0 (0)

14 (100)
0(0)

9 (64,3)

5 (35,7)

14 (100)
0(0)

14 (100)
0(0)

14 (100)
0(0)

3(21,4)

11 (78,6)

1(9,1)

10 (90,9)

13 (100)

12 (100)
0 (0)

12 (100)
0(0)

7 (63,6)

4 (36,4)

10 (90,9)
1(9,1)

9 (81,8)
2 (18,2)

11 (100)
0(0)

4 (44,4)

5 (55,6)

1(1,3)
74(98,7
)

79
(100)

73
(97,3)
2(2,7)

73
(96,1)
3(3,9)

50
(66,7)
25
(33,3)

71
(94,7)
4 (5,3)

71
(94,7)
4 (5,3)

68
(91,9)
6(8,1)

22
(30,1)

(69,9)
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0,130

0,039

12

0,6362

12

0,255?

0,0892

0,0052

0,6512

0,7222
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35
Né&o 14 (51,9) 9(39,1) 8 (57,1) 4 (44,4) (479
38
Sim 13 (48,1) 14 (60,9) 6 (42,9) 5(55,6) (52,1)
Uso de protetor
Géstrico* 0,0382
11
Né&o 6 (23,1) 0 (0) 3(21,4) 2 (20) (15,1)
62
Sim 20 (76,9) 23 (100) 11 (78,6) 8 (80) (84,9)
Linfocitose* 0,9712
39
Né&o 15 (60) 12 (54,5) 7 (53,8) 5(62,5) (57,4
29
Sim 10 (40) 10 (45,5) 6 (46,2) 3375 (42,6)
Plaquetopenia* 0,7972
27
Né&o 11 (44) 8 (36,4) 6 (46,2) 2 (25) (39,7)
41
Sim 14 (56) 14 (63,6) 7 (53,8) 6 (75) (60,3)
Dialise* 0,3812
66
Né&o 24 (92,3) 19 (82,6) 14 (100) 9 (90) (90,4)
Sim 2 (7,7 4 (17,4) 0(0) 1(10) 7(9,6)
Sobreviveu apds 30 dias da
cirurgia* 0,1462
13
Né&o 3(23,1) 7 (46,7) 0(0) 3 (50) (31,7)
28
Sim 10 (76,9) 8 (53,3) 7 (100) 3 (50) (68,3)

Tabela 04 - Variaveis associadas e condi¢des de risco relacionadas aos pacientes internados com candidemia em
11 unidades hospitalares do municipio de Manaus/AM no ano de 2013. Nota: P-valor, valor em negrito indica
diferenca estatistica significante ao nivel de 5%. (1) Teste Quiquadrado. (2) Teste Exato de Fisher. IRAS-
Infeccdes relacionadas a assisténcia a salde. *N inferior a 81, pois algumas informacdes ndo estavam contidas
nos prontuérios.

De acordo com a Tabela 03, a troca de antimicrobianos, outra candidose e uso de
protetor gastrico foram estatisticamente significativos, com probabilidade para associacéo para

Candidiase.

O tratamento posterior foi 0 adotado apds o diagnostico laboratorial, e todos os pacientes
receberam tratamento antifdngico, a exce¢do os que tiveram obito antes do diagnostico. Os

antifangicos para infeccdo sistémica disponivel nestes hospitais sdo: Anfotericina nas
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apresentacdes desoxicolato e lipossomal, Fluconazol e equinocandinas (Caspofungina,

Anidulafungina e Micafungina). A Anfotericina foi o antifingico usado na maioria dos

tratamentos (72,6%) conforme Tabela 05.

Variaveis

parapsilosis

Total

n=28(%) n=26(%) n=14(%)

Tratamento prévio com antifungicos

Néo
Sim

Tratamento Posterior
Néao
Sim

Antifangico

Anfotericina
Anfotericina+caspofungina
Caspofungina

Fluconazol

Fluconazol +anfotericina
N&o usou

Outras P
I
n=13 n==81 valor
(%) (%0)

0,37
8(72,7) 54 (73)
3(27,3) 20(27,0)

0,008
1(10)  7(9,5)
9(90) 67 (90,5)

0,067

7(77,8) 53 (72,6)
1(11,1) 6(8,2)

0(0) 3(41)
0(0) 227
0000 227

1(11,1)  7(9,6)

Tabela 05 - Uso de terapia antiflngica de pacientes com candidemia internados em 11 unidades hospitalares do

municipio de Manaus-AM no ano de 2013

Nota: P-valor, valor em negrito indica diferenca estatistica significante ao nivel de 5%. Teste Exato de Fisher. (%)

por coluna.

Dos 11 hospitais estudados um se destacou por concentrar 49,4% dos casos, sendo este

um hospital exclusivamente infantil. A Figura 05 mostra a distribui¢do dos casos por unidades

de saude.
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HI2
PSA2
PSI3
PSI2
HM
PSIA
M2
PSAl
M1
Hil
PSI'1

m N. de casos

50

Figura 05 - Distribuicdo do nimero de casos de candidemia por unidade de salde do municipio de Manaus/AM
no ano de 2013. Legenda: HI- Hospital Infantil, PSI- pronto-socorro infantil, HM-hospital e maternidade, PSA —
pronto-socorro adulto, M- maternidade e PSIA-pronto-socorro infantil e adulto.

Em estudos multicéntricos ndo se observa este tipo de distribuicdo, geralmente os casos
sdo distribuidos sem uma concentracdo tdo intensa em um unico hospital. (Won et al. 2015,

Colombo et al. ,2006). Em nosso estudo isto pode ser explicado por se tratar de um hospital de

referéncia em cirurgias gastrointestinais pediatricas.

5.2. Susceptibilidade in vitro aos antifungicos

Dos 101 isolados sete foram descartados por ndo preencherem os critérios do estudo.
Portanto, nas analises fenotipicas foram utilizadas 94 isolados de Candida provenientes de 81

casos de candidemias.

Os antifangicos Anfotericina, Fluconazol, Fluocitosina e Voriconazol foram testados
pelo laboratorio terceirizado através do método fluorimétrico e automatizado Bactec série 9000
e, ndo detectou resisténcia em nenhuma das espécies do estudo (dados do Laboratorio

Reunidos).
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O método do E test © foi utilizado para os antiflingicos: Caspofungina, Micafungina e
Voriconazol. O Voriconazol foi testado pelos dois métodos e ocorreu divergéncia em
3resultados, 1 isolado de C. albicans e 2 C. parapsilosis apresentaram resisténcia pelo método
do E test®. Na Tabela 6 estdo os resultados do perfil de susceptibilidade das espécies de
Candida testadas. A diferenca entre os dois métodos pode ser explicada pela diferenca de
breakpoints adotados (o antigo era R>4 ug/mL e atualmente ¢ >1 pg/mL), o que implica no
aumento de isolados resistentes pela reducdo do breakpoint para determinacao do CIM. Isto foi
descrito por Won et al. (2015), quando comparou as mesmas espécies isoladas com o novo

breakpoint estabelecido no ano de 2012 (CLSI, 2012).

e Média MIC9
0] 0, 0,
Antifangico MIC YoR (n) %l %S Georm. 0
Candida Caspofungina 0,004 - 32 12,1(4) 485 394 0,283 15
albicans (33)
Micafungina 0,012-15 3(1) 6,1 87,8 0,043 0.38
Voriconazol 0,002 -2 3(1) 21,2 758 0,025 0.19
Candida Caspofungina 0,012-1,5 33,3(1) 333 333 0151 1.5
glabrata (3)
Micafungina 0,012 - 0,75 33,3(2) 0 66,7 0,059 0.75
Voriconazol 0,75-2 NA NA NA 1,145 2
Candida
guillermondii ~ Caspofungina 15-3 0 50 50 2,121 3
)
Micafungina 05-1 0 0 100 0,707 1
Voriconazol 0,094 - 0,125 0 100 0 0,108 0.125
Candida
parapsilosis Caspofungina 2-12 6,2(1) 68,8 25 3,234 4
(16)
Micafungina 0,012-6 0 126 812 1,183 4
Voriconazol 0,008 -1,5 12,5(2) 50 375 0,106 1
Candida .
tropicalis (30) Caspofungina 0,032 -6 3,3(1) 66,7 30 0,343 0.5
Micafungina 0,023 -0,38 0 33 96,7 0,046 0,046
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Voriconazol 0,012 -0,75 0 6,7 933 0,058 0,058

Outras

Candida (10) Caspofungina 0,38-3 NA NA NA 3 3

Micafungina 0,032 -0,75 NA NA NA 0.5 0.5
Voriconazol 0,032-1,5 NA NA NA 0.5 0.5

GERAL (94) Cospofungina  0004-32  74(7) 521 298 053 3

Micafungina 0,012-6 21(2 74 798 0,103 15
Voriconazol 0,002 -2 32(3) 106 723 0,06 0.5

Tabela 06 - Sensibilidade aos antifungicos dos 94 isolados de Candida obtidos de pacientes com candidemia
internados em 11 hospitais da cidade de Manaus. Legenda: MIC - concentracdo inibitoria minima; R- resistente; |
— Intermediério; S — sensivel: Média geom. — média geométrica; NA — Breakpoint ndo definido in vitro.
Porcentagens de resistentes em negrito.

A maioria das espécies foi sensivel aos antifungicos, porém houve grande variacdo das
CIM. A caspofungina teve o maior nimero de casos de resisténcia. A C. glabrata teve 1 amostra
resistente das 3 testadas, sendo essa cepa resistente a dois antifungicos, caspofungina e
micafungina. A C. albicans teve 4 isolados com perfil de resisténcia, sendo 2 resistentes
somente a caspofungina, 1 resistente a caspofungina e micafungina e 1 resistente a caspofungina
e ao voriconazol. C. parapsilosis teve 3 isolados resistentes, sendo 1 para a caspogunfina e 2
para voriconazol. C.tropicalis teve 1 amostra cada resistente a caspofungina. Importante
observar o perfil de susceptibilidade intermediaria que ficou em 51,1% para todas as Candida

em relagdo a caspofungina. Dos sete pacientes com Candida spp resistente, 2 evoluiram a ébito,

mesmo em uso de terapia antifingica com Anfotericina.

Os dados completos obtidos para os testes de sensibilidade aos antifingicos estudados

estdo no Anexo 1. No Anexo 7 estdo figuras da atividade antifungica.
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5.3. Avaliacdo dos fatores de viruléncia dos isolados de Candida spp por meio do teste de
producéo de enzimas extracelulares (Proteinase, Fosfolipase e hemolisinas) e formacao de

biofilme.

Dos 94 isolados 36,2% foram positivos para a atividade de fosfolipase, dos quais 94%
das espécies eram C. albicans e 85% possuem atividade acentuada para a expressao desta

enzima. Além da C. albicans apenas as C. tropicalis apresentou a producao desta enzima.

Em relacéo a producéo da proteinase, 56,4% dos isolados apresentaram esta atividade
em 7 espécies diferentes: C. albicans, C.tropicalis, C. parapsilosis, C. haemulonii, C.
guilliermondii, C. famata e C. metapsilosis. Destas, em 24,5% a producdo foi acentuada, sendo

a maioria (92,3%) as espécies de C. albicans.

A producdo de hemolisinas pelas espécies de Candida foi observada em 78,7% dos

isolados testados. Sendo a C.tropicalis a espécie que mais manifestou a producéo dessa enzima.

(Tabela 7).
Proteinase Fosfolipase Hemolisina

Isolados de Candida n (%) n (%) n (%)
C. albicans (33) 25 (75,8) 32 (96,7) 29 (87,9)
C. tropicalis (30) 11 (36,7) 1(3,3) 28 (93,3)
C. parapsilosis (16) 13(81,3) 0(0) 6 (37,5)
Outras (15) 4 (26,7) 1(6,6) 11 (73,3)
Total (94) 53 (56,4) 34 (36,2) 74 (78,7)

Tabela 07 - Producdo de Proteinase, Fosfolipase e Hemolisina segundo as espécies de Candida isoladas de
hemoculturas de pacientes internados em 11 hospitais da Cidade de Manaus/AM no ano de 2013. n= nimero

de isolados. A % foi dada pelo total da espécie.
A producéo de biofilme ocorreu em 34% dos isolados, sendo destes o maior numero de
isolados de C. tropicalis. Foram fortemente positivas 18,1% de todas as amostras (Tabela 8).
Os dados completos obtidos para os fatores de viruléncia estudados estdo nos Anexos 3, 4,5 e

6. Nos Anexos 2 estdo as figuras da producéo de fosfolipase, proteinase, hemolisina e biofilme,

respectivamente.
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Producéo forte Producéo fraca Sem producdo
Candida sp (n) n (%) n (%) n (%)
C. albicans (33) 1(3,03) 2 (6,06) 30 (90,91)
C. tropicalis (30) 13 (43,3) 8 (26,7) 9(30)
C. parapsilosis (16) 2 (12,5) 1 (6,25) 13 (81,25)
Outras (15) 1(6,6) 4 (26,7) 10 (66,7)
Total (94) 17 (18,1) 15 (15,9) 62 (66)

Tabela 08 - Producdo de biofilme segundo as espécies de Candida isoladas de hemoculturas de pacientes
internados em 11 hospitais da Cidade de Manaus/AM. n= nimero de isolados.
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6. DISCUSSAO

6.1. Descricdo das caracteristicas clinicas e epidemiologicas, evolucdo dos casos e a
terapéutica instituida, dos pacientes acometidos por infeccdes sistémicas ocasionadas por

espécies de Candida

Nesta casuistica, verificamos a Candidemia como Infec¢Ges Relacionadas a Assisténcia
a saude, reconhecidamente um importante problema de Salde. Dados clinicos e
epidemiol6gicos demonstram semelhangas entre outros trabalhos, com alta prevaléncia destes
agentes em pacientes com alteraces nos mecanismos de defesa imunoldgica e com o
comprometimento das barreiras anatbmicas pela introducdo de dispositivos invasivos, que
favorecem a introducdo de agentes oportunistas causadores deste tipo de infeccdo (Lacaz, 2002;
Colombo, 2003). As variaveis significativas de acordo com a andlise descritiva e que exigem
medidas de prevencao e controle importantes séo a alta incidéncia destas infec¢des em criangas
e neonatos, e pacientes com procedéncia das maternidades. A alta concentragdo dos casos em
um unico hospital também é um fator que chama atencdo. A taxa de mortalidade pode ser
considerada alta, porém ndo difere de outros estudos, e ndo pode ser atribuida somente a
presenca do agente causador de infeccdo, visto que todos os pacientes concentravam diversas

doencas de base, em geral graves.

O tempo de internacdo é importante fator a ser observado, pois quanto maior o tempo
de permanéncia, maiores serdo a chance de adquirir estas infecgdes, principalmente pela terapia
antimicrobiana para bactérias ser instituida inicialmente, como ocorreu em pacientes do nosso
estudo e a presenca de vérios dispositivos invasivos (Colombo, 1999; Almirante, 2005;

Diekema, 2003).

A observacdo destes dados revela a importancia de acdes preventivas nos hospitais
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infantis e maternidades, nos pacientes cirdrgicos e imucomprometidos; principalmente de

doencas como Leucemia onde os pacientes foram a dbito antes do resultado do diagnostico.

Estudos como esses repassados as instituicdes responsaveis pelo controle destes agravos
geram intervencdes efetivas e que com certeza levardo a reducdo da mortalidade destes

pacientes.

6.2. Analise do perfil de susceptibilidade aos antifungicos

No Brasil, assim como em outros paises, os isolados de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis apresentam alto grau de sensibilidade aos antifngicos (Ostrosky-Zeichner, 2003;
Colombo et al., 2006; Da Matta et al., 2007; Passos et al., 2007; Franca et al., 2008; Pappas et
al., 2009). Estudos nacionais revelam que esta ocorrendo um aumento da resisténcia frente aos
antifingicos, porém dentre os antifingicos testados a Anfotericina continua o fa&rmaco com
menor numero de casos de resisténcia (Colombo et al., 1999; Antunes et al., 2004; Aquino et
al., 2005; Colombo et al., 2006; Da Matta et al., 2007; Passos et al., 2007; Franca et al., 2008).
Em nosso estudo verificamos que a Anfotericina é a droga de escolha nas Candidemias, porém

0 uso das equinocandinas tem aumentado a cada dia.

Ha fatores que devem ser avaliados na escolha da terapia adequada pois a correlacéo da
metodologia in vitro versus in vivo implica dizer que a concentragdo do antifungico in vivo sofre
com as influéncias bioldgicas diversas; fatores relacionados ao hospedeiro sdo geralmente mais
importantes que testes de susceptibilidade para definir resposta terapéutica; susceptibilidade in
vitro pode ndo implicar em sucesso terapéutico e resisténcia in vitro geralmente associa-se a

falha terapéutica (Rex, 2000).
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Neste trabalho, mesmo diante do emprego da terapia microbiana adequada houve
ocorréncia do 6bito e da continuidade da infeccdo em pacientes em uso de terapia adequada,
isto pode ser explicado pela variacdo do comportamento do antimicrobiano e também pela
manutencdo do agente em biofilme dos dispositivos invasivos que permitem a reincidéncia da

infeccdo se a troca do dispositivo nao for realizada.

“E importante ter em mente que os critérios para teste de susceptibilidade a

antimicrobianos sdo resultado da colaboracdo de varias ciéncias, fé ¢ trabalho...”

(Baquero,1990)

6.3. Analise dos fatores de viruléncia

Visto que as espécies de Candida colonizam o homem, varios estudos buscam esclarecer
as espécies que prevalecem mais em determinados sitios do corpo e em determinados grupos
de pessoas a fim de compreender as circunstancias da patogenicidade, que poderiam ser
explicadas pela presenca dos fatores de viruléncia que sdo responsaveis pela manutencéo e

invasdo nos tecidos para que futuramente se instale a infeccéo.

A producdo de proteinase é considerada um importante fator de viruléncia porque
aumenta a capacidade do microorganismo colonizar e penetrar o tecido do hospedeiro, inutilizar

proteinas da imunidade e comprometer a acdo do sistema imune (Hube, 1996).

Em nosso estudo encontramos alta producdo desta enzima para as espécies de C.
albicans (92,3%), porém baixa producédo para as especies de C. tropicalis, 0 que tem sido
demonstrado ser superior em outros estudos para esta especie. (Kumar 2006; Ledesma, 2011;
Rodrigues, 2009). As C. parapsilosis tiveram um numero reduzido da producéo desta enzima

0 que também difere de outros estudos como de Bonassoli et al. (2005) que achou a producao
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em 100% dos individuos e Matsumoto (2002) que verificaram que 96,4% das amostras de C.

parapsilosis isoladas de sangue e catéter produziram proteinase fortemente positivas.

A fosfolipase esta relacionada a maior capacidade de invadir o tecido por suas funcgdes
de penetrar nas células e aderir as células. Em nosso trabalho encontramos baixa producédo desta
enzima, com apenas 1% de isolados, somente 1 Candida sp e 1 C. tropicalis produzindo esta
enzima, sendo expressiva apenas na especie de C. albicans o que corrobora com o trabalho de
Basu et al. (2003) que encontraram 48,7% dos isolados de C. albicans de amostras clinicas de
diversos sitios apresentando atividade de fosfolipase. Semelhante ao observado neste estudo,
Costa (2009) encontrou maior producdo de fosfolipase em amostras de C. albicans (55,9%)
comparando com as espécies CNA (37,7%). Estudos realizados por Kumar et al (2006), com
61 isolados de Candida spp de pacientes imunocomprometidos, concluiram que 34 isolados
(100%) da espécie Candida albicans foram produtoras de fosfolipase. Neste mesmo estudo,
constataram que dos 22 isolados de C. tropicalis apenas 04 isolados (18,1%) foram positivos
para esta enzima. Sachin et al (2014), Kumar et al. (2006), Ledesma (2011) e Sachin et al.
(2006), obtiveram resultados superiores aos encontrados neste estudo para produgdo de

fosfolipase da espécie C. tropicalis.

Quanto a hemolisina, sabe-se que ela facilita a invasdo de hifas na mucosa do paciente
numa candidiase disseminada e tem capacidade de lisar heméaceas em busca de ferro para
favorecer seu crescimento e disseminacdo, podendo causar anemia e déficit de transporte de
oxigénio nos pacientes. Em um estudo realizado por Franca et al. (2010) com 28 amostras
clinicas de C. tropicalis, 100% apresentaram atividade hemolitica, resultado semelhante foi
encontrado por D’e¢a Junior (2011) em suas amostras clinicas de C. tropicalis, com 100% de
positividade, também encontrou a expressao desta enzima para C. glabrata, seguida de C.
albicans (93,5%) e C. parapsilosis (28,6%). Em nosso estudo tivemos esta atividade expressa

em 93,3% das C. tropicalis, 87,9% nas espécies de C. albicans e 37,5% nas de C. parapsilopsis.
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Os biofilmes desempenham um papel importante na perpetuacéo de tais infeccées, pela
capacidade de aderir e se manter em superficies dos dispositivos invasivos e 6rgaos do paciente,
onde pode contribuir para a manutencdo da infeccdo e reincidéncia. Nosso estudo encontrou
especies de C. tropicalis e C. albicans com a capacidade de producéo de biofilme e manutencéo
da infeccdo positiva na corrente sanguinea por até 3 semanas ap0s a instituicdo da terapia
adequada, o que corrobora com a importancia do biofilme para a manutencédo da infeccdo e a
importancia da retirada dos dispositivos invasivos frente ao diagnostico de infecgdes fungicas
sistémicas. Sua importancia € tanta que se buscam dispositivos invasivos com a capacidade de

ndo permitir a formacéo deste. (Soll, 2008; Sardi, 2013).

As Candida albicans testadas nesse estudo foram caracterizadas quanto ao DST
(Diploid Sequence Type) por Corréa (2014), sendo estes pertencentes a 23 genotipos, mas 0
principal é o DST90 onde 9 isolados pertencem a esse gendtipo e 5 isolados sdo do complexo
do DST90. Verificou-se que as C. albicans do gendtipo DST90 ndo produzem biofilme, mas a
maioria é produtora de proteinase e hemolisina e fortemente produtora de fosfolipase. Quanto
a resisténcia aos antifangicos os 4 isolados de Candida albicans que apresentaram resisténcia
sdo todos do DST 90. No entanto, para uma melhor caracterizacdo dos genétipos que ocorrem

em nossa regido é necessario realizar estudos com um maior niumero de isolados.

A existéncia de perfil de resisténcia demonstrada neste trabalho e os fatores de
viruléncia implicam diretamente no sucesso terapéutico pelas medidas de controle instituidas,
pois isto implica em utilizar antifungicos mais adequados e a importancia da troca dos

dispositivos invasivos, e pesquisa de focos secundarios na candidemia persistente.

A taxa de mortalidade esta diretamente associada ao atraso do inicio da terapia
antimicrobiana acertiva em infecc@es sistémicas. E importante estabelecer estratégias precoces

de intervencdo e acOes de prevencdo, ja descritas nos guidelines, porém que necessitam ser
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validadas referentes a aplicabilidade entre diferentes regides demogréaficas e populacbes de
estudo. Entretanto, novos estudos epidemioldgicos devem ser realizados com a finalidade de se
realizar a vigilancia e identificar mudancas nas infeccGes hospitalares em nossa cidade, bem
como verificar o impacto das intervengdes na prevengdo das Candidemias e na reducdo das
taxas de mortalidade. Estudos epidemioldgicos locais, associados as pesquisas laboratoriais,
sejam genotipicas ou fenotipicas demonstram as particularidades de cada lugar e que implicam
na construcdo de melhoria continua, voltado ao apoio na tomada de decisdes e para as a¢oes
educativas. Por fim, acredita-se que o presente estudo poderd servir como parametro para

comparag6es com futuras vigilancias epidemioldgicas nos hospitais de Manaus/AM e do Brasil.
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7. CONCLUSAO

A epidemiologia das candidemias nos 11 hospitais de Manaus € semelhante ao
encontrado em outros hospitais em muitos aspectos: ocorreram principalmente em pacientes
severamente debilitados, submetidos a procedimentos invasivos e cirurgia de grande porte, que
utilizaram antibioticos de amplo espectro e permaneceram internados por longos periodos. As
faixas etarias mais acometidas foram as de RNs e criangas. As Candidemias estdo associadas a
alta letalidade, ttm como agente mais frequente a C. albicans, mas existe 0 predominio de
espécies de Candida ndo-albicans. As principais condi¢Ges de risco foram: uso prévio de
antibioticos, presenca de cateter venoso central, internacdo em UTI, uso de gastroprotetores e

uso de sondas.

Apesar de poucos isolados resistentes aos antifingicos, se percebe o grande nimero de
isolados resistentes e intermediarios a Caspofungina, sendo a Micafungina a opcdo terapéutica

gue se mostrou mais adequada pelo baixo nimero de resisténcia e menor concentracao de CIM.

Os fatores de viruléncia estdo presentes em nossos isolados sendo o destaque a C.
albicans na producéo de fosfolipases e proteinase, e a C. tropicalis na producédo de hemolisinas
e biofilme. Tais fatores sdo importantes para o agravamento e permanéncia da infeccdo e nos

remetem a importancia de medidas de controle na iminéncia da Candidemia.

Estes dados abrangentes documentam a epidemiologia da candidemia no Amazonas de
forma pioneira e serve de comparagdo com estudos de outras regides, e percebemos que as
Candidemias s&o uma fonte significativa de morbidade em Manaus e provavelmente elevados

custos associados.

Com a conclusdo deste trabalho foi possivel identificar Unidades de salde que

necessitam de intervengdes mais efetivas de prevencédo e controle de Infe¢des relacionadas a
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assisténcia a saude, onde parece ser um agente de importancia significativa, de ocorréncia

endémica e onde a profilaxia pode levar a beneficios e reducdo da incidéncia destas infeccdes.
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8. ANEXQOS
Amostra Espécie Caspofungina Micafungina Voriconazol

CMS01 C. albicans 0.38 0.032 0.25
CMS02 C. albicans 0.38 0.023 0.002
CMS03 C. albicans 0.064 0.023 0.023
CMS04 C. tropicalis 0.38 0.023 0.047
CMS05 C. tropicalis 0.50 0.047 0.064
CMS09 C. tropicalis 0.38 0.064 0.047
CMS10 C. albicans 0.19 0.023 0.032
CMS11 C. parapsilosis 3.0 1.0 0.125
CMS12 C. tropicalis 0.125 0.064 0.032
CMS13 C. parapsilosis 2.0 1.5 0.023
CMS14 C. parapsilosis 4.0 0.75 0.023
CMS15 C. albicans 0.19 0.032 0.064
CMS17  C. guillermondii 3.0 0.50 0.125
CMS18 C. tropicalis 0.125 0.032 0.064
CMS19 C. parapsilosis 4.0 6.0 0.016
CMS20 C. parapsilosis 2.0 1.5 0.016
CMS21 C. tropicalis 0.125 0.047 0.125
CMS22 C.haemulonii 0.38 0.38 0.50
CMS23 C. albicans 0.25 0.032 0.012
CMS24 C. albicans 0.094 0.032 0.094
CMS25 C. albicans 0.38 0.032 0.094
CMS26 C. tropicalis 0.38 0.032 0.094
CMS27 C. albicans 0.38 0.023 0.012
CMS28 C. albicans 0.38 0.032 0.008
CMS29 C. albicans 0.50 0.032 0.032
CMS30 C. tropicalis 0.50 0.047 0.047
CMS31 C. albicans 32 0.38 2

CMS32 C. parapsilosis 3.0 1.0 0.125
CMS33 C. albicans 0.012 0.032 0.064
CMS34 C. glabrata 15 0.75 0.75
CMS35 C. albicans 0.50 0.032 0.19



CMS36
CMS37
CMS38
CMS39
CMS40
CMS41
CMS42
CMS43
CMS45
CMS46
CMS47
CMS48
CMS49
CMS50
CMS51
CMS52
CMSS53
CMS54
CMS55
CMS56
CMS57
CMS58
CMS59
CMS60
CMS61
CMS62
CMS63
CMS64
CMS66
CMS67
CMS68
CMS69
CMS70
CMST71

C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. orthopsilosis
C. albicans
C. haemulonii
C. tropicalis
C. parapsilosis
Candida
C. tropicalis
Candida
C. parapsilosis
C. albicans
C. glabrata
C. albicans
C. haemulonii
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. orthopsilosis
C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis

C. tropicalis

0.50
0.50
0.50
1.0
0.50
0.38
0.064
12.0
1.0
0.38
3.0
3.0
0.38
0.012
0.038
1.5
0.38
0.38
0.38
3.0
4.0
4.0
3.0
6.0
4.0
0.50
0.38
0.38
0.38
2.0
0.50
0.38
0.38
0.75

0.032
0.023
0.047
0.50
0.064
0.19
0.047
4.0
0.032
0.047
0.38
2.0
0.032
0.023
0.047
0.75
0.032
0.064
0.032
1.0
1.5
2.0
1.5
0.38
1.5
0.047
0.023
0.064
0.032
0.38
0.032
0.032
0.064
0.064

0.012
0.047
0.023
0.047
0.25
0.125
0.094
0.50
1.5
0.032
0.50
1.0
0.023
1.0
0.094
0.38
0.032
0.064
0.032
0.38
0.125
0.38
0.047
0.75
0.008
0.38
0.006
0.006
0.008
0.032
0.032
0.004
0.032
0.047
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CMS72
CMS73
CMS74
CMST75
CMS76
CMS77
CMS78
CMS79
CMS80
CMS82
CMS83
CMS84
CMS85
CMS86
CMS87
CMS88
CMS89
CMS90
CMS91
CMS92
CMS93
CMS94
CMS95
CMS96
CMS97
CMS98
CMS99
CMS101
CMS102

C. parapsilosis
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans

C. metapsilosis

C. famata

C. parapsilosis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans

C. orthopsilosis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. parapsilosis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis

C. guillermondii

C. albicans

2.0
0.047
0.38
0.50
0.047
0.38
1.0
3.0
0.50
0.25
0.032
0.19
3.0
0.50
0.19
0.125
0.38
0.004
3.0
0.25
0.25
2.0
8.0
0.094
0.25
0.25
0.50
1.5
1.5

0.012
0.016
0.047
0.064
0.016
0.38
0.38
3.0
0.064
0.047
0.032
0.012
1.5
0.047
0.023
0.032
0.032
0.012
0.50
0.047
0.032
0.75
0.38
0.032
0.032
0.047
0.047
1.0
0.75

1.5
0.012
0.094
0.094
0.006
0.047

0.25
0.25
0.008
0.094
0.064
2.0
0.19
0.023
0.047
0.012
0.008
0.006
0.064
0.047
0.125
0.094
0.094
0.016
0.006
0.016
0.125
0.094
0.064
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Anexo 01 - Resultados dos testes de Sensibilidade aos Antifingicos de Isolados de hemoculturas dos pacientes
internados em 11 unidades hospitalares do municipio de Manaus-AM no ano de 2013. Os valores compreendem a

leitura do CIM.
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Controle-negativo

Controle-positivo Controle-negativo

-

Controle-negativo

Controle-negativo Controle-positivo

Controle-positivo
Anexo 02 - Fotos dos fatores de Viruléncia. A - Produgdo de fosfolipase - Fosfolipase positiva com formagdo do halo opaco ao redor da col6nia a esquerda e negativo a direita;
B - Producdo de proteinase - Proteinase positiva com formacéo do halo transparente ao redor da colénia a esquerda e negativa a direita; C - Producéo de hemolisinas. Expresséo
positiva com formacédo do halo escuro ao redor da col6nia & esquerda e negativa a direita; D - Producdo de biofilme - Formac&o de Biofilme positiva com formacao de aderéncia

ao tubo a esauerda e neaativa a direita.
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N Espécie DC1 DC2 DC3 DC+H1l DC+H2 DC+H3 PZ1 PZ2 PZ3 Meédia Classificacédo
CMS01 C. albicans 1 1 1 2 2 2 0,5 0,5 0,5 0,5 alta
CMS02 C. albicans 0,9 0,9 0,9 1,8 2 2 0,5 0,45 0,45 0,46 alta
CMSO03 C. albicans 1 1 1 2 1,9 1,9 0,5 0,52 0,52 0,51 alta
CMS04 C. tropicalis 1,8 1,8 1,8 2,3 2,2 2,2 0,78 0,81 0,81 0,8 pouca
CMS05 C. tropicalis 1,3 1,3 1,4 1,8 1,8 1,8 0,72 0,72 0,77 0,73 pouca
CMS09 C. tropicalis 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1 1 1 SA
CMS10 C. albicans 1,1 1 1,1 1,1 1 1,1 1 1 1 1 SA
CMS11 C. parapsilosis 0,7 0,7 0,8 0,7 0,7 0,8 1 1 1 1 SA
CMS12 C. tropicalis 1,5 1,4 1,4 1,5 1,4 1,4 1 1 1 1 SA
CMS13 C. parapsilosis 1,3 1,2 1 1,5 1,5 1,5 0,86 0,8 0,66 0,77 pouca
CMS14 C. parapsilosis 1 1 1 1,2 1,2 1,2 0,83 0,83 0,83 0,83 pouca
CMS15 C. albicans 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 1 1 1 1 SA
CMS17  C. guilliermondii 1,4 1,5 1,5 2 2 1,8 0,7 0,75 0,75 0,73 pouca
CMS18 C. tropicalis 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1 1 1 1 SA
CMS19 C. parapsilosis 1,1 1,2 1,1 1,4 1,4 1,4 0,78 0,85 0,78 0,8 pouca
CMS20 C. parapsilosis 1 1 1 1,6 1,5 1,5 0,62 0,66 0,66 0,64 pouca
CMS21 C. tropicalis 1,6 1,5 1,5 1,9 1,9 1,9 0,84 0,78 0,78 0,8 pouca
CMS22 C. haemulonii 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1 1 1 1 SA
CMS23 C. albicans 0,9 1 1 0,9 1 1 1 1 1 1 SA
CMS24 C. albicans 1,2 1,2 1,2 1,7 1,6 1,6 0,7 0,75 0,75 0,73 pouca
CMS25 C. albicans 1 1,2 1,2 2,1 2,1 2,1 0,47 0,57 0,57 0,53 alta
CMS26 C. tropicalis 1,7 1,8 1,5 1,7 1,8 1,1 1 1 1 1 SA
CMS27 C. albicans 1 1,1 1,1 1,7 1,8 1,7 0,58 0,61 0,64 0,61 alta
CMS28 C. albicans 1 1,2 1,2 1,8 1,8 1,9 0,55 0,66 0,63 0,61 alta
CMS29 C. albicans 1,2 1,2 1,2 1,8 2 2 0,66 0,66 0,6 0,62 alta
CMS30 C. tropicalis 1,6 1,6 1,7 1,7 1,8 1,8 0,94 0,88 0,94 0,92 pouca
CMS31 C. albicans 1 1 1 1,9 2 1,9 0,52 0,5 0,52 0,51 alta



CMS32
CMS33
CMS34
CMS35
CMS36
CMS37
CMS38
CMS39
CMS40
CMS&41
CMS42
CMS43
CMS45
CMS46
CMS47
CMS48
CMS49
CMS50
CMS51
CMS52
CMS53
CMS54
CMS55
CMS56
CMS57
CMSS58
CMS59
CMS60

C. parapsilosis
C. albicans
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. orthopsilosis
C. albicans

C. haemulonii
C. tropicalis

C. parapsilosis
Candida sp
C. tropicalis
Candida sp

C. parapsilosis
C. albicans
C. glabrata
C. albicans

C. haemulonii
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis
C. tropicalis

0,7
1,2
1,2
1,1
1,6
1,5
1,4

1,2

1,7

2,2
2,2
1,3
1,1
0,6
0,5

0,8
2,4
2,6
1,5

1,2

1,3

0,8
1,1
1,1
1,1
1,6
1,8
1,4

1,3

1,7

2,2
2,2
1,3
1,1
0,6
0,7

0,8
2,5
2,6
1,5

1,1

1,3

0,7
1,7
1,2

1,6
1,7
1,3
11

1,1
1,8
1,2
2,2
2,3
1,3
2,1

0,6
2,5
1,2

2,9
1,5
1,2
1,4

1,3
1,7

0,8
1,7
1,2
1,1
1,6
1,7
1,4

1,7
1,2
2,2
2,2
1,3
2,1

0,5
2,5
1,2
2,9
2,9
1,5
1,2
1,4

1,3
1,7

0,8
1,7
1,1
1,1
1,6

1,4

1,7
1,2
2,2
2,2
1,3
2,1

0,7
2,5
1,2

2,9
1,5
1,2
1,4

1,3
1,7

0,66
0,8
0,9

0,83
0,78

0,76
0,76

0,66
0,82
0,89

0,83
0,85

0,76
0,76

0,66
0,83
0,89

0,83
0,78

0,76
0,76

0,66
0,81
0,89

0,83
0,8

0,76
0,76

SA
pouca
SA
SA
SA
pouca
SA
SA
alta
SA
SA
pouca
SA
SA
SA
alta
alta
SA
pouca
pouca
pouca
pouca
SA
pouca
pouca
SA
pouca
pouca
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CMS61
CMS62
CMS63
CMS64
CMS65
CMS66
CMS67
CMS68
CMS69
CMS70
CMS71
CMS72
CMS73
CMS74
CMS75
CMS76
CMST77
CMS78
CMS79
CMS80
CMS82
CMS83
CMS84
CMS85
CMS86
CMS87
CMS88
CMS89

C. parapsilosis
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans

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

C. parapsilosis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans

C. metapsilosis

C. famata

C. parapsilosis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans

1,1
1,5
0,7
1,1

1,1

1,8
0,9
1,5
1,5

1,1
1,5
1,5
0,9

1,7

1,2
1,6
1,7

1,2
1,5
1,2
1,1
1,2

1,1
1,4
0,8
1,1

1,2

1,9
0,8
1,5
1,5

1,1
1,5
1,5
0,8

1,8

1,2
1,6
1,7

1,2
1,2
1,2
1,1
1,2

1,1
1,3
0,8
1,2

1,2

1,8
0,8
1,5
1,5

1,5
1,5
0,8

1,8

1,2
1,6
1,7

1,2
1,5
1,2
1,1
1,2

1,3
1,5
0,7
1,8

2,5

1,8
0,9
1,5
1,5
1,3
1,6
1,5
1,5
0,9
1,5

1,3
1,5
1,9
1,7

1,7
1,5
1,6
1,6
1,7

1,3
1,4
0,8
1,8

2,5

1,9
0,8
1,5
15
1,3
15
15
1,5
0,8
1,4
2,2
1,3
1.6
1,8
1,7

1,8
1,2
1,5
1,6
1,7

1,3
1,3
0,8

2,5

1,8
0,8
1,5
15
1,3
1,4
15
1,5
0,8
1,4
2,2
1,3
1,6
1,8
1,7

1,7
1,5
1,5
1,5
1,7

0,75
0,68
0,7

0,71
0,81
0,76
0,75
0,88

1

1
0,66

1
0,8
0,68
0,7

0,84

0,8
0,73
0,7

0,84

0,69
0,82
0,76
0,76
0,86
1
1
0,68
1
0,78
0,69
0,7

pouca
SA
SA
alta
pouca
alta
SA
SA
SA
SA
SA
pouca
pouca
SA
SA
SA
pouca
pouca
pouca
pouca
pouca
SA
SA
pouca
SA
pouca
pouca
pouca
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CMS90 C. albicans
CMS91 C. orthopsilosis
CMS92 C. tropicalis
CMS93 C. tropicalis
CMS94 C. parapsilosis
CMS95 C. albicans
CMS96 C. albicans
CMS97 C. albicans
CMS98 C. tropicalis
CMS99 C. tropicalis
CMS101  C. guilliermondii
CMS102 C. albicans

1,1
1
1,8
1,7
1,2
1
1,1
1,2
1,4
1,8
1,1
11

1,1
1
1,7
1,6
1,1
1
1,1
1,1
1,4
1,8
1,2
1,2

1,1
1
1,8
1,6
1
1
1,1
1,1
1,4
1,8
1,2
1,2

1,6
1
2,2
1,7
1,4
1,5
1,1
1,5
1,4
1,8
1,1
1,6

1,6
1
2

1,6

1,4

1,4

1,1

1,4

1,4

1,8

1,2

1,7

1,6
1
2,1
1,6
1,3
15
1,1
15
1,4
1,8
1,2
1,7

0,68

0,81

0,85
0,66
1
0,8
1
1
1
0,68

0,68
1
0,85
1
0,78
0,71
1
0,78
1
1
1
0,7

0,68
1
0,85
1
0,76
0,66
1
0,8
1
1
1
0,7

0,68

0,83

0,79
0,67

0,79
1
1
1

0,69

pouca
SA
pouca
SA
pouca
pouca
SA
pouca
SA
SA
SA
pouca
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Anexo 03 - Resultados dos testes de Proteinases de Isolados de hemoculturas dos pacientes internados em 11 unidades hospitalares do municipio de Manaus-AM no ano de
2013. DC= didmetro da coldnia, DC+H= didmetro da coldnia + halo, Pz=atividade enzimatica, SA= sem atividade.
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N.
CMS01
CMS02
CMS03
CMS04
CMS05
CMS09
CMS10
CMS11
CMS12
CMS13
CMS14
CMSI15
CMS17
CMS18
CMS19
CMS20
CMS21
CMS22
CMS23
CMS24
CMS25
CMS26
CMS27
CMS28
CMS29
CMS30
CMS31
CMS32

Espécie
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. albicans
C. guilliermondii
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. haemulonii
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. parapsilosis

DC1 DC2 DC3 DC+H1 DC+H2 DC+H3

1,4
1
1,4
1,4
1,6
1,6
1,4
1,3
1,3
1,4
1
1,4
15
1,5
15
1,3
15
1,3
1,4
1,3
15
1,4
15
1,4
15
1,4
1,3
1,3

1,2
1,1
1,4
1,4
1,6
1,6
1,3
1,2
1,2
1,2
1
1,5
1,4
1,6
1,4
1,2
1,4
1,3
1,3
1,2
1,4
1,5
1,4
1,2
1,4
1,4
0,9
1,2

1,4
1,1
1,4
1,4
1,6
1,7
1,3
1,3
1,4
1,2
1,1
1,4
1,5
1,6
1,4
1,3
1,5
1,3
1,3
1,3
1,5
1,7
1,5
1,2
1,4
1,4
1
1,3

2,4
1,8
2,6
1,4
1,6
1,6
1,7
1,3
1,3
1,4
1
2,4
1,5
1,5
1,5
1,3
1,5
1,3
2,6
2,5
2,5
1,4
2,5
2,6
2,9
1,4
2,3
1,3

2,2
2,2
2,5
1,4
1,6
1,6
1,9
1,2
1,2
1,2
1
2,5
1,4
1,6
1,4
1,2
1,4
1,3
2,5
2,4
2,5
1,5
2,4
2,4
2,8
1,4
2
1,2

2,4
1,9
2,5
1,4
1,6
1,7
1,7
1,3
1,4
1,2
1,1
2,4
15
1,6
1,4
1,3
15
1,3
2,5
2,5
2,6
1,7
2,5
2,4
2,8
1,4
2
1,3

0,53
0,51

0,56
1

PZ2
0,54

o
o

S

0,52
0,5
0,56

0,58
0,5
0,5

0,45
1

PZ3
0,58
0,57
0,56

0,5

1

Média
0,56
0,54
0,55

0,51
0,57

0,59
0,51
0,5

0,5
1

Classificacao
alta
alta
alta
SA
SA
SA

pouca
SA
SA
SA
SA
alta
SA
SA
SA
SA
SA
SA
alta
alta
alta
SA
alta
alta
alta
SA
alta
SA



CMS33
CMS34
CMS35
CMS36
CMS37
CMS38
CMS39
CMS40
CMS41
CMS42
CMS43
CMS45
CMS46
CMS47
CMS48
CMS49
CMS50
CMS51
CMS52
CMS53
CMS54
CMS55
CMS56
CMS57
CMS58
CMS59
CMS60
CMS61
CMS62

C. albicans
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. orthopsilosis
C. albicans
C. haemulonii
C. tropicalis
C. parapsilosis
C.sp
C. tropicalis
C.sp
C. parapsilosis
C. albicans
C. glabrata
C. albicans
C. haemulonii
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. tropicalis

1,4
1,3
1,4
15
1,4
1,4
1,1
15
1,4
1,1
1,3
15
1,6
1,3
1,2
1,2
1,3
15
1,4
1,4
1,3
1,6
1,4
1,2
1,4
1,3
1,3
1,4
1,4

1,4
1,3
1,3
1,4
1,4
1,5
1,1
1,5
1,4
1,1
1,3
1,4
1,3
1,3
1,4
1,2
1,3
1,4
1,5
1,4
1,2
1,5
1,4
1,4
1,4
1,3
1,5
1,5
1,4

1,4
1,3
1,5
1,4
1,3
1,5
1,1
1,5
1,4
1,3
1,4
1,5
1,5
1,3
1,5
1,3
1,3
1,2
1,4
1,4
1,2
1,4
1,5
1,2
1,3
1,3
1,2
1,4
1,4

2,7
1,3
2,7
1,5
1,4
1,4
1,1
2,9
1,4
1,1
1,3
2,2
1,6
1,3
1,2
1,9
1,3
1,5
1,4
1,4
1,3
1,6
1,4
1,2
1,4
1,3
1,3
1,4
1,4

2,8
1,3
2,5
1,4
1,4
1,5
1,1
2,9
1,4
1,1
1,3
2,1
1,3
1,3
1,4
1,8
1,3
1,4
1,5
1,4
1,2
1,5
1,4
1,4
1,4
1,3
1,5
1,5
1,4

2,8
1,3
2,7
1,4
1,3
15
1,1
2,9
1,4
1,3
1,4
2,2
1,5
1,3
1,5
1,9
1,3
1,2
1,4
1,4
1,2
1,4
1,5
1,2
1,3
1,3
1,2
1,4
1,4

PR RPRRPRRPRPRPRPRPRRRPR

PR RPRRPRPRPRPRPRPRPRRPR

PR RPRRPRPRRPRPRPRPRPRRERPR

PR RPRRPRRPRPRRPRRERRRER

alta
SA
alta
SA
SA
SA
SA
alta
SA
SA
SA
pouca
SA
SA
SA
pouca
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
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CMS63
CMS64
CMS66
CMS67
CMS68
CMS69
CMS70
CMS71
CMS72
CMS73
CMS74
CMS75
CMS76
CMS77
CMST78
CMS79
CMS80
CMS82
CMS83
CMS84
CMS85
CMS86
CMS87
CMS88
CMS89
CMS90
CMS91
CMS92
CMS93

C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. orthopsilosis
C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. metapsilosis
C. famata
C. parapsilosis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. orthopsilosis
C. tropicalis
C. tropicalis

1,3
1,4
1,3
1,2

1,4
1,3
1,7
1,3
1,2

1,7
1,2
1,5
1,6
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,2
1,6
1,4
1,1
1,2

1,4
1,4
1,4

1,4
1,3

1,2

1,4
1,4
1,5
1,2
1,3

1,5
1,3
1,5
1,6
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,6
1,2

1,4
1,1
1,5
1,4
1,5

1,4
1,5
1,3
1,1

1,5
1,4
1,6
1,4
1,3

1,5
1,2
1,5
1,5
1,3
1,4
1,3
1,4
1,3
1,4
1,6
1,4
1,2
1,2
1,1
1,5
1,3
1,4

2,9
2,6
2,2
1,2
1,4
2,6
1,3
1,7
1,3
2,4

1,7

1,5
1,6
1,4
2,8
1,4
1,4
1,4
2,4
1,6
2,8
2,1
2,5
2,1
1,4
1,4
1,4

2,9
2,6
2,1
1,2
1,4
2,6
1,4
1,5
1,2
2,5

1,5
2,3
1,5
1,6
1,4
2,8
1,4
1,4
1,4
2,5
1,6
2,6

2,6
2,1
1,5
1,4
1,5

2,9
2,8
2,2
1,1
1,4
2,7
1,4
1,6
1,4
2,5

15

15
1,5
1,3
2,8
1,3
1,4
1,3
2,6
1,6
2,6
2,2
2,5
2,2
1,5
1,3
1,4

0,44
0,53
0,59

0,71
0,53

0,52

0,48

0,47
1
1
1

0,56

0,46
0,5
0,53
0,52
1
1
1

0,53

0,53
0,54
0,48
0,5
1
1
1

0,53

0,49
0,5
0,49
0,49
1
1
1

alta
alta
alta
SA
pouca
alta
SA
SA
SA
alta
SA
SA
alta
SA
SA
SA
alta
SA
SA
SA
alta
SA
alta
alta
alta
alta
SA
SA
SA
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CMS94
CMS95
CMS96
CMS97
CMS98
CMS99

CMS101 C. guilliermondii

CMS102

C. parapsilosis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis

C. albicans

1,4
1,4
1,2
1,2
1,5
1,6
1,5
1,2

1,3
1,4
1,3
1,4
1,5
1,8
1,5
1,2

1,4
1,4
1,3
1,4
1,5
1,7
1,4
1,2

1,4
2,2
2,4
2,7
1,5
1,6
1,5
2

1,3
2,2
2,5
2,6
1,5
1,8
1,5
2

1,4
2
2,5
2,5
1,5
1,7
1,4
2

0,63
0,5
0,44
1
1
1
0,6

0,63
0,52
0,53
1
1
1
0,6

1
0,7
0,52
0,56
1
1
1
0,6

0,65
0,51
0,51

1

1

1
0,6

84

SA
pouca
alta
alta
SA
SA
SA
alta

Anexo 04 - Resultados dos testes de fosfolipases de isolados de hemoculturas dos pacientes internados em 11 unidades hospitalares do municipio de
Manaus-AM no ano de 2013. DC= didmetro da col6nia, DC+H= didmetro da coldnia + halo, Pz=atividade enzimatica, SA= sem atividade.



N.
CMS01
CMS02
CMS03
CMS04
CMS05
CMS09
CMS10
CMS11
CMS12
CMS13
CMS14
CMSI15

CMS17
CMS18
CMS19
CMS20
CMS21
CMS22
CMS23
CMS24
CMS25
CMS26
CMS27
CMS28
CMS29
CMS30
CMS31

Espécie
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. albicans
C.
guilliermondii
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. haemulonii
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans

DC1 DC2 DC3 DC+H1 DC+H2 DC+H3

1
0,9
1
0,8
0,9
0,7
0,9
0,8
0,8
0,7
1,1
0,7

1,1
1,4
0,6

0,8
0,7
1
0,8
0,9
0,7
0,9
0,8
0,7
0,7
1,1
1

1
1,2
0,6
0,9

1

1

1

1
1,1
1,2
1,1
0,8
0,6
0,9

1

0,9
0,9
0,9
0,8
0,8
0,9
1
0,8
0,9
0,8
1,1
1

1
1,3
0,6

1

N

1,3

0,8
0,8
0,9
0,9

2,3
2,3
2,5
1,5
1,7
1,5
2,1
0,8
1,5
0,7
1,1
2,3

2,3
2,5
0,6
1
2,5
1
1,8
2
2
2,5
1,9
0,8
1
1,6
1,5

2,1
2,3
2,4
1,3
1,7
1,2
2,1
0,8
15
0,7
1,1
2,1

2,3
2,5
0,6
0,9
2,5
1
1,6
2
2
2,5
2
0,8
1
1,6
1,6

2,3
2,4
2,2
1,4
1,6
1,6
2,3
0,8
1,5
0,8
1,1
2,5

2,2
2,5
0,6
1
2,5
1
1,8
1,7
2
2,5
1,9
0,8
1
1,6
1,6

PZ1
0,43
0,39
0,4
0,53
0,52
0,46
0,42

0,53

0,3

0,47
0,56

0,4

0,55
0,45
0,55
0,48
0,57

0,6
0,5
0,6

PZ2
0,38
0,3
0,41
0,61
0,52
0,58
0,42

0,46

0,47

0,43
0,48

0,4

0,62
0,5
0,55
0,48
0,55

0,6
0,56
0,62

PZ3
0,39
0,37
0,4
0,57
0,5
0,35
0,43

0,6

0,4

0,45
0,52

0,4

0,55
0,58
0,5
0,52
0,52

0,8
0,56
0,56

Média
0,4
0,35
0,4
0,57
0,51
0,46
0,42
1
0,53
1
1

0,45
0,52

0,4

0,57
0,51
0,53
0,49
0,54

0,66
0,54
0,59

Classificacéo
alta
alta
alta
alta
alta
alta
alta
SA
alta
SA
SA
alta

alta
alta
SA
SA
alta
SA
alta
alta
alta
alta
alta
SA
pouca
alta
alta

85



CMS32
CMS33
CMS34
CMS35
CMS36
CMS37
CMS38
CMS39
CMS40
CMS41
CMS42
CMS43
CMS45
CMS46
CMS47
CMS48
CMS49
CMS50
CMS51
CMS52
CMS53
CMS54
CMS55
CMS56
CMS57
CMS58
CMS59
CMS60
CMS61

C. parapsilosis
C. albicans
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. orthopsilosis
C. albicans

C. haemulonii
C. tropicalis

C. parapsilosis

C.sp
C. tropicalis
C.sp

C. parapsilosis
C. albicans
C. glabrata
C. albicans

C. haemulonii
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis
C. tropicalis

C. parapsilosis

1
1

0,7
0,9
1,1
1,4

2,2
1,5

1,5
0,7

1,2
1,8
2,1
2,4
2,5

2,1
1,5
1,1
1,5
1,7
1,5
0,9
2,1
1,1
0,9
1,4
1,5

0,7

1,5
15

1,5
1,1
1,4
0,7

1,2
1,8

2,2
2,4

1,6
1,1
1,5
1,5
1,7
0,8
2,1
1,1
0,9
1,2
1,4

0,6
0,9
1,3
1,4

1,5

1,4
0,7

1,2

2,5
2,5

1,5
1,5
1,1
1,5
1,5
1,5
0,9
2,1
1,1
0,9
1,3
1,5

1
1
0,81
0,71
0,5
0,54
0,73
0,7
0,6

0,66
0,55
0,47
0,41
0,4

0,7

0,47
0,8

0,54
0,73
0,64
0,73

0,47
0,72

0,71
0,66

1

1
0,53
0,66
0,5
0,55
0,66
0,72
0,57

0,66
0,55
0,5
0,45
0,41
0,7
0,5
0,68
0,54
0,66
0,73
0,64

0,47
0,72

0,83
0,71

1

1
0,61
0,71

0,5

0,55
0,66
0,6
0,71

0,66
0,5
0,5
0,4
0,4
0,7

0,66

0,73

0,54

0,66

0,66

0,73

0,47
0,72

0,76
0,66

1

1
0,65
0,69
0,5
0,54
0,68
0,67
0,62

0,66
0,53
0,49
0,42
0,4

0,7

0,54
0,73
0,54
0,68
0,67
0,7

0,47
0,72

0,76
0,67

SA
SA
pouca
pouca
alta
alta
pouca
pouca
alta
SA
SA
pouca
alta
alta
alta
alta
pouca
alta
pouca
alta
pouca
pouca
pouca
SA
alta
pouca
SA
pouca
pouca
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CMS62
CMS63
CMS64
CMS66
CMS67
CMS68
CMS69
CMST70
CMST71
CMS72
CMS73
CMS74
CMST75
CMS76
CMST77
CMS78
CMST79
CMS80
CMS82
CMS83
CMS84
CMS85
CMS86
CMS87
CMS88
CMS89
CMS90
CMS91
CMS92

C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. orthopsilosis
C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. metapsilosis
C. famata
C. parapsilosis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. orthopsilosis
C. tropicalis

1
1,1
1,2
1,2

1
1,1
1,1
1,2

0,9
0,8
0,8
0,8
0,7

0,8
0,7

0,6
0,7

1,1
1,2
1,2
0,9
0,9
0,9
0,8

1,2

1
1,1
1,2
1,2

0,9
0,8
0,8
0,8
0,7

0,8
0,7

0,6
0,7

1,1
1,3
1,1
0,9

0,9
0,8

1,2

2,4
2,4
2,5
2,3
1,3
1,2
1,3
0,8
1,1
0,7
1,4
1,1

1,4
06
08

2,8

0,9
1,7
1,7
1,7
1,9
1,8
1,8
2,3

2,3
2,3
2,1
2,3
1,2
1,2
1,3
0,8
1,1
0,7
1,4

1,4
0,6
0,7

2,8
2,8
2,1
0,9
1,7
1,5
1,4

1,5

2,4

0,41
0,45
0,48
0,52
0,76
0,75
0,61

0,72

0,71
0,72
0,7
0,71

0,5
0,36
0,42

0,6

0,52
0,52
0,47
0,52
0,55
0,55
0,6

0,43
0,47
0,52
0,52
0,83
0,75
0,61

0,72

0,71
0,8
0,7

0,71

0,5
0,39
0,42
0,57

0,52
0,6
0,57
0,5
0,6
0,5
0,5

0,5
0,47
0,57
0,52
0,83
0,75
0,61

0,72

0,71
0,72
0,7
0,71

0,5
0,39
0,43
0,55

0,58
0,52
0,57
0,5
0,58
0,5
0,52

0,44
0,46
0,52
0,52
0,8

0,75
0,61

0,72

0,71
0,74
0,7
0,71

0,5
0,38
0,42
0,57

0,54
0,54
0,53
0,5
0,59
0,51
0,54

alta
alta
alta
alta
pouca
pouca
alta
SA
pouca
SA
pouca
pouca
pouca
pouca
SA
SA
SA
alta
alta
alta
alta
SA
alta
alta
alta
alta
alta
alta
alta
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CMS93  C. tropicalis 13 13 13 2,6 2,7 2,5 0,5 0,48 0,52 0,5 alta

CMS94 C.parapsilosis 0,7 0,7 0,7 1 1 1 0,7 0,7 0,7 0,7 pouca
CMS95 C. albicans 11 12 1.2 2,4 2,2 2,2 0,45 054 0,54 0,51 alta
CMS96 C. albicans 1,1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 SA
CMS97 C. albicans 11 11 11 1,8 1,8 1,9 0,61 0,61 057 0,59 alta
CMS98  C. tropicalis 1,2 11 11 2,4 2,2 2,2 0,5 0,5 0,5 0,5 alta
CMS99  C. tropicalis 15 12 14 2,7 2,6 2,8 0,55 0,46 0,5 0,5 alta
C.
CMS101  guilliermondii 0,9 1 0,9 2,5 2,6 2 0,36 0,38 0,45 0,39 alta
CMS102  C. albicans 0,9 1 1 1,7 1,9 1,7 0,52 0,52 0,58 0,54 alta

Anexo 05 - Resultados dos testes de Hemolisina de Isolados de hemoculturas dos pacientes internados em 11 unidades hospitalares do
municipio de Manaus-AM no ano de 2013. DC= didmetro da col6nia, DC+H= didmetro da coldnia + halo, Pz=atividade enzimatica,
SA=sem atividade.



N. Espécie Resultado
CMS01 Candida albicans negativo
CMS02 Candida albicans negativo
CMSO03 Candida albicans negativo

fracamente
CMS04 Candida tropicalis positivo
fracamente
CMS05 Candida tropicalis positivo
fracamente
CMS09 Candida tropicalis positivo
CMS10 Candida albicans negativo
fortemente
CMS11 Candida parapsilosis positivo
CMS12 Candida tropicalis negativo
CMS13 Candida parapsilosis negativo
CMS14 Candida parapsilosis negativo
CMS15 Candida albicans negativo
fracamente
CMS17 Candida guilliermondii positivo
fracamente
CMS18 Candida tropicalis positivo
CMS19 Candida parapsilosis negativo
CMS20 Candida parapsilosis negativo
fracamente
CMS21 Candida tropicalis positivo
CMS22 Candida haemulonii negativo
CMS23 Candida albicans negativo
CMS24 Candida albicans negativo
CMS25 Candida albicans negativo
fortemente
CMS26 Candida tropicalis positivo
CMS27 Candida albicans negativo
CMS28 Candida albicans negativo
CMS29 Candida albicans negativo
CMS30 Candida tropicalis negativo
CMS31 Candida albicans negativo
fracamente
CMS32 Candida parapsilosis positivo
CMS33 Candida albicans negativo
CMS34 Candida glabrata negativo
CMS35 Candida albicans negativo
fortemente
CMS36 Candida tropicalis positivo
fortemente
CMS37 Candida tropicalis positivo
fortemente
CMS38 Candida tropicalis positivo
CMS39 Candida orthopsilosis negativo
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CMS40

CMS41

CMS42
CMS43

CMS46
CMS47
CMS48

CMS49
CMS50
CMS51

CMS52

CMSS53
CMS54

CMS55
CMS56
CMS57
CMS58

CMS59

CMS60
CMS61

CMS62
CMS63
CMS64
CMS66
CMS67
CMS68
CMS69

CMS70

CMS71
CMS72
CMS73

CMS74

CMS75
CMS76

Candida albicans
Candida haemulonii

Candida tropicalis
Candida parapsilosis

Candida tropicalis
Candida sp
Candida parapsilosis

Candida albicans
Candida glabrata
Candida albicans

Candida haemulonii

Candida tropicalis
Candida tropicalis

Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis

Candida parapsilosis

Candida tropicalis
Candida parapsilosis

Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida orthopsilosis
Candida tropicalis
Candida albicans

Candida tropicalis

Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida albicans

Candida tropicalis

Candida tropicalis
Candida albicans

fortemente
positivo
fracamente
positivo
fortemente
positivo
negativo
fracamente
positivo
negativo
negativo
fracamente
positivo
negativo
negativo
fracamente
positivo
fracamente
positivo
negativo
fortemente
positivo
negativo
negativo
negativo
fortemente
positivo
fortemente
positivo
negativo
fortemente
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
fortemente
positivo
fortemente
positivo
negativo
negativo
fortemente
positivo
fortemente
positivo
negativo
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CMST77

CMS78
CMS79
CMS80

CMS82
CMS83
CMS84
CMS85
CMS86
CMS87
CMS88

CMS89
CMS90
CMS91
CMS92

CMS93
CMS94
CMS95
CMS96
CMS97
CMS98
CMS99
CMS101
CMS102

Candida metapsilosis

Candida famata
Candida parapsilosis
Candida albicans

Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida glabrata
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans

Candida albicans
Candida albicans
Candida orthopsilosis
Candida tropicalis

Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida tropicalis

Candida guilliermondii

Candida albicans

negativo
fortemente
positivo
negativo
negativo
fracamente
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
fracamente
positivo
negativo
negativo
negativo
fortemente
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
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Anexo 06 - Resultados dos testes de Biofilme na de Isolados de hemoculturas dos pacientes internados em 11
unidades hospitalares do municipio de Manaus-AM no ano de 2013.



Anexo 07 — Avaliacdo dos Antiflngicos utilizando fita de E test®. A — Perfil de Sensibilidade; B — Perfil de Resisténcia.
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Lednidas e Maria Deane

CARTA DE AUTORIZAGAO

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 informagdes
dos pacientes com candidemia que consentirem fazer parte do estudo apds a
apresentacéo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A utilizagdo das amostras e o acesso as informagbes solicitadas séo
fundamentais para a realizagdo do Projeto de Pesquisa “Estudo epidemioldgico
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-graduacdo em Saulde, Sociedade e Endemias na Amazénia da UFAM,
ILMD/FIOCRUZ e UFPA em parceria com a CECIHA- Comissdo Estadual de
Controle de Infec¢ao do Estado dp Amazonas. / 141

Av/ ; > . o do g g TQUE
i ol e e o W

Coordenadora/Orientadora gLl

Manaus, 19 de dezembro de 2012.

AUTORIZACAO

O Presidente da CCIH - UNIMED Manaus, no uso de suas atribuicées,
autoriza a utilizacdo 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

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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Ministério da Saude

)swaldo Cruz

nidas e Maria Deane

CARTA DE AUTORIZAGAO

A V. Ex. Sr. Wilson Duarte Alecrim
Secretario de Estado da Saude do Amazonas

Vimos solicitar autorizagédo para utilizar as leveduras 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 ter acesso as
informagdes dos pacientes com candidemia que consentirem a fazer parte do estudo
apos a apresentacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A utilizagdo das amostras e o acesso as informagdes solicitadas szo
fundamentais para a realizagéo 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 estd em anexo para vossa ciéncia. Informo ainda que esse trabalho
sera desenvolvido por mestrandos do Programa Multiinstitucional de Pés-graduacao
em Saude, Sociedade e Endemias na Amazénia da UFAM, ILMD/FIOCRUZ e UFPA
em parceria com a CECIHA- Comisséo Estadual de Controle de Infeccao do Estado

do Amazonas. Y, // é)a
: - VIOSYUUNAC. i Beatri Jaski
U Beat acklésch Matsuura Ily\gtl.I.B;:?E:PjtdrazeJhi;E;sifeznlewlgltﬂsg:l;g
Coordenadora/Orientadora Siore 1300580
Manaus, 21 de novembro de 2012.
AUTORIZAGAO

O Secretario de Estado da Salde do Amazonas, no uso de suas atribuigées,
autoriza a utilizacdo 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 informacdes 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 coordenagdo da Pesquisadora Dra. Ani Beatriz Jackisch
Matsuura.

Secretario de Estado da Salde do Amazonas

Wilson Duarte Alecri
M Manaus,72/121 2012

Rua Teresina, 476 - Adriandpolis, CEP 69.057-070 — Manaus/AM
Tel: (092) 3621-2337 / Fax (092) 3621-2377
http://www.amazonia.fiocruz.br
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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 ANl BEATRIZ JACKISCH MATSUURA, a qual pretende
conhecer quais as leveduras Candida que sédo 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 € 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 serdao
preservadas e colocadas na Colegéo Bioldgica 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 preveng¢ado das candidemias. Informamos ainda, que os riscos inerentes que
houverem neste projeto serdo minimizados pelos pesquisadores.

Se depois de consentir em sua participacdo 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 terda 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 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—Informagao

Eu, , fui informado sobre o que o

pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragéo, 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 nos.

Data: / /

Assinatura do participante ou responsavel

Impresséo do dedo polegar

Caso nao saiba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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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 infeccdo do sangue
(candidemia) em pessoas internadas em Unidades Hospitalares de Manaus, bem como conhecer as
diferengas destas geneticamente, a resisténcia ou ndo aos antifungicos, o que as torna mais virulentas do
que outras e quais os fatores de risco para a pessoa apresentar uma candidemia.

A participagao do(a) seu(sua) filho(a) é voluntaria e se dara por meio da utilizagéo 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 serao preservadas e colocadas na Colegao Bioldgica do ILMD/Fiocruz para que todos os estudos
possam ser feitos com as amostras ja isoladas. Se for aceitar participar, estara contribuindo para obter
dados para auxiliar no tratamento e na prevencao das candidemias. Informamos ainda, que 0s riscos
inerentes que houverem neste projeto serdo minimizados pelos pesquisadores.

Se depois de consentir na participagdo 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 nao recebera 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 informagéo, 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,
Adrianépolis, Manaus-AM, telefone (92) 3305-5130.

Consentimento Pés—Informagao

Eu, , fui informado sobre o que a

pesquisadora quer fazer e porque precisa da colaboragdo 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) nao vai
ganhar nada e que podera 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

Impresséo do dedo polegar

Caso nao saiba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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