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RESUMO

As leveduras estao entre as maiores causas de doencgas infecciosas nosocomiais no
mundo, em particular as causadas pela espécie do género em Candida, em
particular a espécie Candida albicans, por ser a mais prevalente em doencas em
humanos. Posteriormente, sequem a C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C.
tropicalis e C. dubliniensis, das quais citamos também as emergentes, C. nivariensis,
C. inconspicua, C. norvegensis e C. auris. As espécies do género Candida fazem
parte da microbiota humana e estdo presentes em mucosas, pele e trato genital,
mas podem torna-se patogénicas desencadeando processos infecciosos e doengas
sistémicas graves, principalmente em individuos imunocomprometidos. A
identificacdo destas leveduras é realizada por testes bioquimicos, cultura e por
métodos moleculares. Importante ressaltar a realizagdo de atividades de vigilancia
continua para identificar alteragcdes nas taxas de incidéncia, agentes etioldgicos,
populagbes suscetiveis e resisténcia a antifungicos. O objetivo deste trabalho é
identificar as leveduras causadoras de micoses oportunistas em dois hospitais de
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Além de confrontar os dados obtidos com os
resultados encontrados em laboratério das unidades e com informagbes no
prontuario do paciente. A metodologia inclui obtengdo das amostras, isolamento e
identificacdo das leveduras, criopreservacdo, uso e analise de dados. De 129
amostras biolégicas cedidas pelos hospitais colaboradores, foram obtidas 151
isolados e analisados 51 isolados. Inicialmente os isolados foram separados por
grupos conforme suas caracteristicas macroscopicas, utilizando para isto o meio de
cultura CHROMagar Candida®. Os isolados foram identificados utilizando técnicas
de biologia molecular, fingerprinting oligonucleotideo (GTG)5 sequéncias repetidas
intercaladas concedendo a amplificacdo de fragmentos de DNA de tamanhos
distintos e sequenciamento nucleotidico. Apos a analise dos resultados pelo método
CHROMagar Candida®, observamos a prevaléncia de C. albicans, nao identificado e
C. krusei. Observamos também a prevaléncia da espécie C. albicans seguida da C.
glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis e Kluyveromyces marxianus. Os 51 pacientes
internados nos hospitais colaboradores tinham meédia de idade de 44,4 anos, a
maioria residem em Belo Horizonte e também sem informagdo com relagdo a
profissdo, 52,94% apresentam testes HIV positivo e 28 evoluiram para o6bito.
Verificamos com este trabalho, a importancia do uso de metodologia molecular, com
resultados mais precisos, comparada a metodologia convencional.

Palavras-chave: GENERO CANDIDA, LEVEDURAS, DADOS EPIDEMIOLOGICOS,
DOENCAS INFECCIOSAS, BIOLOGIA MOLECULAR.



ABSTRACT

Yeasts are among the major causes of nosocomial infectious diseases in the world,
in particular those caused by the species of the genus in Candida, in particular the
species Candida albicans, as it is the most prevalent in diseases in humans.
Subsequently they follow C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis and C.
dubliniensis, of which we also mention the emerging ones, C. nivariensis, C.
inconspicuous, C. norvegensis and C. auris. The species of the genus Candida are
part of the human microbiota and are present in mucous membranes, skin and
genital tract, but they can become pathogenic triggering infectious processes and
serious systemic diseases, especially in immunocompromised individuals. The
identification of these yeasts is carried out by biochemical tests, culture and by
molecular methods. It is important to highlight the performance of continuous
surveillance activities to identify changes in incidence rates, etiological agents,
susceptible populations and resistance to antifungals. The objective of this work is to
identify the yeasts that cause opportunistic mycoses in two hospitals in Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil. In addition to comparing the data obtained with the
results found in the units' laboratory and with information in the patient's record. The
methodology includes obtaining samples, isolation and identification of yeasts,
cryopreservation, use and analysis of data. Of 129 biological samples provided by
the collaborating hospitals, 151 isolates were obtained and 51 isolates were
analyzed. Initially the isolates were separated into groups according to their
macroscopic characteristics, using the CHROMagar Candida® culture medium for
this. The isolates were identified using molecular biology techniques, oligonucleotide
fingerprinting (GTG) 5 repeated sequences interspersed granting amplification of
DNA fragments of different sizes and molecular sequencing. After analyzing the
results using the CHROMagar Candida® method, we observed the prevalence of C.
albicans, unidentified and C. krusei. We also observed the prevalence of the species
C. albicans followed by C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis and Kluyveromyces
marxianus. The 51 patients admitted to the collaborating hospitals had an average
age of 44.4 years, the maijority live in Belo Horizonte and also without information
regarding the profession, 52.94% have HIV positive tests and 28 have died. We
verified with this work, the importance of using molecular methodology, with more
precise results, compared to the conventional methodology.

keyword: CANDIDA GENUS, YEAST, EPIDEMIOLOGICAL DATA, INFECTIOUS
DISEASES, MOLECULAR BIOLOGY.
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1 INTRODUCAO

As leveduras estdo entre as maiores causas de doengas nosocomiais no
mundo, em particular as causadas pelas espécies pertencentes ao género Candida
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). Estas sao encontradas no ambiente com
enorme diversidade, além do corpo humano como por exemplo, em agua, roupas e
alimentos (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). A espécie Candida albicans se
destaca por ser a mais prevalente em doengas em humanos, seguidas por C.
parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. dubliniensis (MENEZES et al.,
2015; GUTIERREZ et al., 2002; LUQUE et al., 2009).

A C. albicans faz parte da microbiota humana normal e esta presente em
mucosas, pele e trato genital (WEEMS, 1992; IBRAHIM et al, 1995; REICHART,
SAMARANAYAKE e PHILIPSEN, 2000). Esta espécie, dentre outras, pode
desencadear processos infecciosos levando ao surgimento de doengas como a
candidiase  vulvuvaginal, onicomicose, candidiase oral em individuos
imunodeprimidos e doengas sistémicas graves como a candidemia (CHENG et al.,
2004 WEEMS, 1992; IBRAHIM et al,. 1995; REICHART, SAMARANAYAKE e
PHILIPSEN, 2000; SOBEL et al., 1998;ZANARDI et al., 2008). Os individuos
imunodeprimidos, em uso de dispositivos como cateteres, nutricdo parenteral,
terapia imunossupressora, internados em unidades de tratamento intensivo, sdo os
mais acometidos por estes patéogenos (DOI et al.,, 2016; PFALLER et al., 2007;
COLOMBO et al., 2014; AHMED et al.,2014; DELALOYE e CALANDRA, 2014).

Dentre as espécies que mais acometem o ser humano destaca-se também a
C. parapsilosis. Ja foi observada uma relagcao entre esta espécie e o acometimento
de pacientes que recebem nutricdo parenteral por cateter venoso central (HACHEM
et al., 2008). A espécie C. glabrata ocorre principalmente no quadro de neutropenia
e esta associada a candidemia em pacientes com neoplasias hematologicas, além
de desenvolver rapidamente resisténcia ao fluconazol. C. tropicalis esta se tornando
um patégeno importante em pacientes neutropénicos (DA SILVA, 2018). C.
guilliermondii possui notavel capacidade de causar infecgdes nosocomiais
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). C. dubliniensis é paralelamente
semelhante a C. albicans por possuir tubo germinativo e clamidésporos (STAIB e
MORSCHHAUSER, 1999). Em geral estao restritas as infeccdes na cavidade oral,



17

na mucosa vaginal e nos pulmdes, entretanto pode levar a uma infecgéo sistémica
fatal, sendo razdo de investigacdo em individuos com baixa imunidade (SULLIVAN
et al.,, 1995; ACHKAR e FRIES, 2010). E a espécie C. lusitaniae possui baixa
prevaléncia em amostras clinicas, mas acomete também individuos com doencas
hematologicas e pacientes em unidade de tratamento intensivo (KURTZMAN, FELL
e BOEKHOUT, 2011).

Além das espécies relacionadas acima, outras leveduras chamadas de
espécies emergentes também podem ocorrer, como € o caso da C. nivariensis,
descrita em 2005, apds seu isolamento em um hospital espanhol (ALCOBA-FLOREZ
et al., 2005). Essa levedura tem proximidade genética com C. glabrata, sendo
sugerida como uma nova espécie de fungo oportunista (BORMAN et al., 2008). As
espécies C. inconspicua e C. norvegensis foram descritas como as mais
frequentemente isoladas de infeccbes invasivas e exibem resisténcia ao fluconazol
(GUITARD et al., 2013; GUITARD et al., 2015). Sado semelhantes tanto
bioquimicamente como filogeneticamente (MAJOROS et al., 2003; GUITARD et al.,
2015). C. auris foi isolada pela primeira vez em 2009 no Japao (SATOH et al., 2009)
e posteriormente ocorreram diversos registros de infecgdes por esta espécie na
Coréia do Sul, india, Paquistdo, Quénia, Kuwait, Israel, Venezuela, Colémbia, Reino
Unido e mais recentemente nos Estados Unidos (CDC - CENTRO DE CONTROLE E
PREVENCAO DE DOENCA, 2016; MAGOBO et al, 2014; EMARA et al., 2015).
Estudos recentes demonstraram varios grupos desta levedura nos paises citados
acima utilizando as ferramentas: AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento
amplificado), tipagem de sequéncia multiliocus e MALDI-TOF MS- -
Dessorgaol/ionizagao a laser auxiliado por matriz em espectrofotometria de massa,
entre cepas da India, Africa do Sul, incluindo o Brasil (CHOWDHARY, SHARMA e
MEIS, 2017). Esta espécie tem sido bastante discutida devido a diversos fatores,
como a capacidade de adquirir resisténcia a multidrogas (KATHURIA ET al., 2015;
SARMA e UPADHYAY, 2017), além da dificuldade de identificacao pelos métodos
usuais e transmissao diretamente de artigos e equipamentos de assisténcia ao
paciente (tais como estetoscopios, termémetro, esfignomanémetro, entre outros). C.
auris pode ser confundida fenotipicamente em analises em aparelhos como Vitek 2 e
o API20C-AUX, sendo reportada como C. haemulonii, Candida famata, Candida
sake, Saccharomyces cerevisiae e Rhodotorula glutinis (CDC - CENTRO DE
CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCA, 2016; KATHURIA et al 2015; MAGOGO
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et al., 2014, ANVISA, 2017). Havendo a necessidade de utilizagdo de outras
metodologias para melhor identificagdo da espécie como MALDI-TOF MS e
sequenciamento (CDC - CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCA,
2016; KATHURIA et al., 2015).

A identificacdo destas leveduras pode ser realizada tanto por métodos
convencionais, baseando em cultura, testes bioquimicos e por testes moleculares
(SENDID et al., 2007; VECCHIONE et al., 2017). A maioria dos laboratérios de
analises clinicas nao realizam métodos moleculares, nos quais sao utilizados testes
bioquimicos e sorolégicos para identificacdo (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT,
2011). A identificagéo realizada com rapidez e eficacia permite diminuir as taxas de
mortalidade bem como reduzir os custos com internagao, direcionando a melhor
analise de testes de susceptibilidade e posterior tratamento (LIMA-NETO et al.,
2014; ESSENDOUBI et al., 2005; MCCARTY e PAPPAS, 2016; BEN-AMI et al.,
2012; OXMAN et al.,, 2010). Contudo, observa-se dificuldade nas identificacdes
destes agentes devido as limitagdes no uso de métodos convencionais, como 0s
testes bioquimicos, podendo estes ser subjetivos e em muitos casos errbéneos,
sendo necessario a aplicagdo de métodos moleculares (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011; LIMA-NETO et al., 2014; ESSENDOUBI et al., 2005).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS INFECCOES CAUSADAS POR LEVEDURAS

As doencas por leveduras sdo um problema crescente dentro do ambiente
hospitalar em todo o mundo. As leveduras sao causa de sepse tardia e diversos sao
os fatores de risco, como uso de antibiéticos de amplo espectro, internagdo em UTI
por mais de 72 horas, terapia imunossupressora, nutricdo parenteral e uso de
diversos procedimentos invasivos (DOl et al., 2016; PFALLER et al.,, 2007;
COLOMBO et al., 2014; AHMED et al., 2014; DELALOYE e CALANDRA, 2014).

As doencas causadas por leveduras, especificamente as causadas por
espécies do género Candida sao: candidiase oral, candidiase vulvovaginal,
onicomicose, candiduria e candidemia (SOBEL et al., 1998; ZANARDI et al., 2008;
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GUPTA, 2007; YAZDANI, FOROUGHIFAR e MOHAMMADI, 2016; CHENG et al.,
2004).

As espécies do género Candida, em particular a espécie C. albicans, sao
colonizadores considerados inofensivos na cavidade oral, vaginal, intestinal e na
microbiota da pele. Em individuos imunocomprometidos estas leveduras podem se
tornar patogénicos oportunistas levando a infecgdes na mucosa, além de serem
capazes de causar infec¢des sistémicas graves (WEEMS, 1992; IBRAHIM et al.,
1995; REICHART, SAMARANAYAKE e PHILIPSEN, 2000).

Dentre os fatores que favorecem o surgimento de infecgbes por leveduras
disseminadas em hospitais, descrevemos o uso de cateteres, cirurgias de intestino
ou transplante de figado e cuidados intensivos neonatais (WISPLINGLOFF et al.,
2004).

Entre as espécies de Candida mais prevalentes destacamos C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. dubliniensis (MENEZES et al., 2015;
GUTIERREZ et al., 2002; LUQUE et al., 2009).

2.2 GENERO CANDIDA

A descrigao inicial de uma espécie de Candida foi em 1851 e é atribuida a
Bonorden, que formalizou o nome muito antigo Monilia (DONK, 1963). E foi por
causa da tese de doutorado de Berkhout (1923), que devido a transferéncia de
espécies que sado verdadeiramente leveduras para o género Candida. Este conceito
de Berkhout foi reconhecido por Diddens e Lodder (1939), embora contestado por
Mackinnon e Artagaveytia-Allende (1945), afirmando que o nome correto deveria ser
Syringospora. Foi proposto por Donk (1963) a conservagdo do nome Monilia, que
ainda é empregado na literatura médica, Barnett (2004), acomodando assim, M.
cinerea e demais patogenos similares. Contudo chegou-se a conclusao de que o
nome correto seria possivelmente Pseudomonilia (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011). Posteriormente um exame retrospectivo foi usado como critério
para desassociar Torulopsis de espécies de Candida (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011). Além disso, o género Candida € um grupo extremamente
heterogéneo de mais de 150 espécies, mas esta bem estabelecido, pois apenas
alguns deles estdo implicados em doencgas infecciosas (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011)
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O género Candida € um taxon composto por espécies de leveduras que nao
formam ascosporos e apresentam afinidades ascomicetas claras (KURTZMAN,
FELL e BOEKHOUT, 2011). Neste género ha auséncia de reproducdo sexuada e a
reprodugdo assexuada ocorre por brotacdo holoblastica, onde as células sao
globosas, cilindricas ou alongadas, elipsoidais, ocasionalmente ogivais, lunadas ou
triangulares, podendo ser formados pseudo-hifas e hifas com septo, podendo formar
também artroconideos, mas nao de forma extensiva. A parede celular é constituida
por duas camadas ascomicetica (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

Essas leveduras bioquimicamente e fisiologicamente tem como
caracteristicas a assimilacdo de nitrato, fermentacdo de glicose e ndo produzem
compostos semelhantes a amido. Além da auséncia de xilose, ramnose e fucose em
hidrolisados celulares. E um género polifilético nos quais compreende espécies
mitospodricas sem caracteristicas especiais diferentes e tendo a maioria das espécies
parentesco em outros géneros Telelomérficos atribuidos aos Saccharomycetales
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). No género Candida, a maiorias das
espécies mantém relacdo comensal com seres humanos, e estido presentes na
microbiota do trato gastrointestinal, mucocuténeo, tecidos e pele. A espécie de
destaque é a Candida albicans, contudo, outras espécies tornam-se patogénicas
oportunistas em condi¢bes de depressao do sistema imune podendo causar
processos infecciosos em qualquer sitio. As pandemias estdo cada vez mais
comuns por inumeras razdes, dentre elas, citamos o0 uso de terapias
imunossupressoras para doengas distintas e infeccao por HIV (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011).

Espécies do género Candida sdo encontradas no ambiente com enorme
diversidade além do corpo humano, como por exemplo, em alimentos, agua e
roupas (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). Segundo JARVIS, 1995, os
estabelecimentos de saude sdo ambientes importantes para adquirir a candidiase,
considerando as diferentes doengas subjacentes, tempo de internacao e diferenca
na gravidade das doencas. Em geral, a Candida spp. sdo a quarta mais comumente
causadoras de infecgdes (nosocomiais) na América do Norte (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011).
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2.2.1 BIOFILMES

No geral os casos de candidiase foram atribuidas a espécie Candida albicans,
mas C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, descritas como néo-albicans Candida
(NCAC), foram identificados como patégenos humanos frequentes (ARAUJO,
HENRIQUES e SILVA, 2017). Apesar disso, os biofimes de Candida s&o um
problema clinico crescente correlacionado a taxas significativas de mortalidade. Os
biofilmes tém fases distintas de desenvolvimento, o que inclui ades&o/colonizagao,
maturagao e dispersao, monitoradas por complexas redes reguladoras. Contudo, é
importante abordar o fato de que os biofilmes sdo varidveis em sua estrutura e
matriz/composigao, diferindo entre linhagens e espécies. A propdsito, dentro deste
caso a C. albicans, tem em seu biofilme normalmente duas camadas, sendo um
depdsito basal de blastosporos coberto por um filme de matriz espessa com hifais
(Tabela 1) (ARAUJO, HENRIQUES e SILVA, 2017). Um biofilme maduro geralmente
se forma em 24 horas e pode ser visualizado a olho nu como uma estrutura de
superficie nublada no topo de um quadrado de silicone e com um microscopio
observa uma colegcdo organizada de diferentes tipos de células (NOBILE e
JOHNSON, 2015). Recentemente vém se discutindo os avangos em relagdo aos
genes regulatétios de biofiimes de espécies de Candida, que sdao componentes
essenciais para a candidiase (ARAUJO, HENRIQUES e SILVA, 2017).

Além disso, a formagdo do biofilme dessa espécie esta relacionada a
transicdo do desenvolvimento de leveduras para hifas, como mencionado acima.
Comparado a C. albicans, os biofiimes de C. parapsilosis, consistem de blastosporos
agregados com células de levedura e pseudo-hifas e sdo muito menos espessos. No
caso de C. tropicalis, os biofilmes maduros no geral sdo caracterizados por uma
densa e evidente rede de células de leveduras com morfologias filamentosas. Em
contraste com esta espécie, os biofilmes de C. glabrata sao caracterizados por uma
multicamada com apenas blastosporos ou monocamada compacta, uma vez que
esta espécie é incapaz de formar filamentos (Tabela 1) (ARAUJO, HENRIQUES e
SILVA, 2017)

Além do mais, C. albicans produz biofilmes altamente estruturados, tendo
como componentes varios tipos de células (isto é, células pseudo-hifais ovais,
células redondas em forma de levedura que brotam e células hifais cilindricas
alongadas) envoltas em uma matriz extracelular (NOBILE e JOHNSON, 2015). A
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formacéo do biofilme de C. albicans compreende quatro estagios temporais. Estes
estagios compreendem em: a) aderéncia a uma superficie (células de levedura
esféricas), (b) ha uma proliferacdo formando uma camada basal de células
ancoradoras, (c) crescimento de pseudo-hifas (unidas de ponta a ponta as células
elipsoides) e hifas (cadeias de células cilindricas) simultaneamente a producéo de
material da matriz extracelular; e (d) disperséo lenta de células da forma de levedura
do biofilme para novas semeaduras (NOBILE e JOHNSON, 2015).

Caracteristicas de Biofilmes

Espécies Estruturas do biofilme Composicao da matrix

C. albicans

Estrutura de bicamada
com levedura, hifas e
pseudo-hifas

Composto principalmente por
carboidratos, proteinas,
fosforo e hexosaminas

C. parapsilosis

Biofilme fino constituido
por agregados
blastosporos com células
de leveduras e pseudo-
hifas

Altas quantidades de
carboidratos e baixos niveis de
proteinas

C. tropicalis Rede densa de células de | Baixos niveis de
levedura com morfologias : .
filamentosas evidentes carboidratos e proteinas
C. glabrata Monocamada compacta Altos niveis de carboidratos e

ou mulicamada de
apenas blastosporos

proteinas; composto
principalmente por
hexosamina

Caracteristicas dos biofimes de Candida

Tabela 1: ] albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, e Candida glabrata (ARAUJO, HENRIQUES e SILVA, 2017)

Ademais, apresentam as caracteristicas gerais de Candida, sendo mais
importantes como: carboidratos, fésforo, proteinas e hexosaminas que sado os
principais constituintes da matriz de biofiime de C. albicans. No caso de C.
parapsilosis a quantidade de proteina € menor em comparagdo com a de outras
especies, no entanto, as matrizes extracelulares contém grandes quantidades de
carboidratos. As matrizes de C. tropicalis e C. glabrata também sao compostas de
proteinas e carboidratos (ARAUJO, HENRIQUES e SILVA, 2017)



23

2.2.2 CANDIDA ALBICANS

C. albicans é considerada a espécie comensal mais prevalente e patogénica
das espécies de Candida (DE PAULA et al., 2015; MELO et al., 2004,; BACK-BRITO
et al., 2006; JUNQUEIRA et al., 2012; MAURYA et al., 2013). Considerada também
como uma colonizadora comum de pele e superficie de mucosas, além de ser a
mais prevalentemente isolada da microbiota oral, vaginal e trato gastrointestinal
(FERREIRA e AVILA,1996; IBRAHIM et al,. 1995; GUTIERREZ et al., 2002; CLEFF
et al., 2005; LUQUE et al., 2008; MENEZES et al., 2015).

Este fungo provoca doencgas fatais apds romper as barreiras proteicas de
mucosas durante o trauma e as intervengdes cirurgicas. Isso também ocorre quando
a microbiota do hospedeiro é inibida, inclusive causando infecgbes sistémicas
invasivas em individuos imunocomprometidos (GOW e BHAWNA, 2017).

Esta levedura pode apresentar blastoconidios, hifas verdadeiras e pseudo-
hifas, podendo ser observadas in vivo estruturas semelhantes tanto de células
leveduriformes como pseudo-hifas. C. albicans tem a capacidade de gerar nas
extremidades finais das hifas, elementos de paredes espessas chamados de
clamiddsporos. Essa estrutura € usada para fins de diagnéstico, entretanto a espécie
C. dubliniensis também produz estrutura semelhante. Outra caracteristica também
importante deste fungo é a capacidade de formar tubo germinativo no soro a
temperatura de 37°C, diferenciando-a de outras espécies (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011). Inumeros fatores de viruléncia foram propostos para C.
albicans, dentre eles se destacam: a formacado de hifas, diversidade fenotipica,
fatores de adeséo, tubos germinativos e produgao de enzimas (BRAND, 2012).

Em consequéncia do aumento da incidéncia de infec¢des invasivas por C.
albicans, aumentou também o interesse em seus fatores de viruléncia. Esse
direcionamento na pesquisa ajudou a tracar estratégias para o controle de
prevencao da candidiase e identificacdo de provaveis alvos para desenvolvimento e
aplicacdo de novas terapias (D' ECA et al., 2011; RORIG, COLACIE e ABEGG,
2009).

2.2.3 CANDIDA GLABRATA
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Historicamente, a espécie C. glabrata foi classificada no género Torulopsis
(KWON-CHUNG e BENNETT, 1992; FIDEL, VAZQUEZ E SOBEL, 1999). Esse
género Torulopsis foi descrito em 1894, porém o género Candida s6 foi nomeado em
1913 e C. glabrata foi originalmente inserida no género Torulopsis por nao produzir
pseudo-hifa (FIDEL, VAZQUEZ E SOBEL, 1999). Em contraste, C. glabrata nao é
polimorfica, crescendo apenas como blastoconidios (levedura) (SILVA et al., 2011).
Contudo, posteriormente em 1978, determinou-se que a capacidade de produzir
pseudo-hifas, ndo era um fator distintivo confidavel para os membros do género
Candida, sendo proposto que T. glabrata fosse classificado no género Candida por
sua associagdo com infecgdo humana (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992; FIDEL,
VAZQUEZ E SOBEL, 1999). Posteriormente o género Candida alterou sua descrigéo
de “pseudomicélio” para “pseudo-hifas”, podendo ser ausente, rudimentar ou bem
desenvolvido, devido a exigéncia na incorporagédo do T. glabrata (KWON-CHUNG e
BENNETT, 1992; FIDEL, VAZQUEZ E SOBEL, 1999).

Ressaltamos também que as células de C. glabrata (1-4 mm), observa-se que
sdo menores que os blastoconidios de C. albicans (4-6 mm). C. glabrata possui
coloénias brilhantes, e de cor creme, sdo amplamente indistinguiveis de outras
espécies de Candida, e pelo tamanho relativo, que pode ser bem pequeno
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

Esta espécie € encontrada em todo o mundo e seu genoma €& considerado
altamente maleavel com uma familia expandida de genes EPA - eicosapentandico
(BEYER et al., 2018). Os genes EPA sao responsaveis pela formacao de proteinas
de adesdo e sao constituinte da subfamiia I, os genes CAGLOL13310g e
CAGLOL13332g sao pertencentes a subfamilia I, portanto, fazem parte da familia
EPA. Estes dois genes ainda nao foram caracterizados, logo, suas fungdes sao
desconhecidas (DESAI, MAVRIANOS e CHAUHAN, 2011). E considerada como
segunda causa mais comum de infecgdes no sangue depois de C. albicans. Candida
glabrata é a espécie mais comum de NAC (Candida nao-albicans), no entanto, C.
parapsilosis segue aproximada (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011; BEYER et
al., 2018). C. glabrata ao ser englobada pelos macréfagos, se adapta a situacéo
dentro do macroéfago, se reproduz e posteriormente € liberada apds a destruigao dos
macroéfagos (BEYER ET AL., 2018).

C. glabrata apresenta uma reduzida susceptibilidade a azodlicos, o que
favorece o aumento da espécie nas ultimas décadas pelo crescente uso de azdlicos,
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como no caso do fluconazol. Ademais, fatores como a administracdo de
antimicrobiano de outras classes e a idade dos pacientes, também contribuem para
esse aumento (LIN et al., 2005; PFALLER e DIEKEMA, 2004). As infec¢des por C.
glabrata podem ser via mucosa ou sistémica (FIDEL, VAZQUEZ E SOBEL, 1999).

Destaque também, para sua prevaléncia em infecgbes orais e vaginais
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). Essa espécie infecta mais comumente
individuos como diabéticos e imunocomprometidos, como no caso de infecgdes em
recém-nascidos prematuros e pacientes em tratamento prolongado (Unidade de
Tratamento Intensivo) UTI. (FIDEL, VAZQUEZ E SOBEL, 1999, BEYER et al., 2018).

Entretanto, sugerem que em achados recentes, alguns diagnosticos de
infecgbes por C. glabrata podem perder-se, pela dependéncia de colesterol exdégeno
para desenvolvimento das coldnias de determinados isolados e pela auséncia de
meios complementados com colesterol (BARD et al, 2005, HAZEN et al., 2005;
REZUSTA et al., 2008). Esses isolados ao que tudo indica sdo capazes de utilizar
colesterol exdégeno ao invés de ergosterol para estrutura da membrana plasmatica
(ANAISSIE, MCGINNIS e PFALLER, 2003; DISMUKES et al., 2003; KURTZMAN,
FELL e BOEKHOUT, 2011). O tratamento com antifungico pode ter contribuido a
selegao dessas linhagens dependentes de colesterol apds a aquisicao de mutacgdes
espontaneas na biossintese de ergosterol, uma vez que o modo de agédo de alguns
antifangicos ministrados para tratamento de infecgbes por C. glabrata esta
relacionada a producdo de ergosterol (BARD et al., 2005; KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011).

2.2.4 CANDIDA PARAPSILOSIS

Candida parapsilosis é considerada como uma das causadoras de infecgoes
na corrente sanguinea. Sua biologia difere acentuadamente a de C. albicans, além
de ser altamente prevalente, podendo estar associada ao aumento da incidéncia de
C. parapsilosis (TOTH et al, 2019). Também é a causa mais comum em infeccdes
como peritonite, sepse, endocardite e infecgdes oculares, entretanto ha raros casos
de meningite, principalmente em adultos (TROFA GACSER E NOSANCHUK, 2008).

C. parapsilosis € particularmente conhecida por sua capacidade de causar
infecgcbes sistémicas, colonizando dispositivos médicos implantados e cateteres em
casos de nutricdo parenteral (TOTH et al., 2019). As habilidades adesivas de C.
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parapsilosis, tornaram-se um passo critico, anterior a formacéo do biofilme, pois ,
verificou-se, uma variagao intra-espécies com alta capacidade de adesdo entre
isolados clinicos de C. parapsilosis, em comparagdo com outras espécies de
Candida (TOTH et al., 2019).

Apesar das infecgdes por C. parapsilosis geralmente resultarem em menores
taxas de morbidade e mortalidade comparadas as infecgbes por C. albicans,
inumeros isolados clinicos, desta espécie, foram relatados como menos susceptiveis
a equinocandinas e, em algumas regides, também foi observada resisténcia ao
tratamento com azdlicos, o que dificulta a escolha da terapia antifungica empirica
(TOTH et al, 2019).

Embora C. albicans seja a principal causa de candidiase invasiva no mundo,
C. parapsilosis € uma das espécies mais comumente isolada no sul da Europa, em
algumas regides da América Latina e na Asia, de acordo com dados de estudos
epidemioldgicos globais anteriores (TOTH et al, 2019). Na regido do Mediterraneo e
em algumas regides da Europa, as infecgdes invasivas por C. parapsilosis
simbolizam 20 a 25% dos episdédios devidos a espécies de Candida nos paises
como a Grécia, Portugal, Italia e Espanha. Na América do Norte, C.glabrata e C.
parapsilosis NAC (Candida nao albicans), sao igualmente responsaveis por casos de
candidiase invasiva, entretanto, a crescente prevaléncia de C. parapsilosis na
América Latina é indiscutivel (TOTH et al, 2019).

Esta levedura produz pseudo-hifas longas e ramificadas com aparéncia de
“pinhal”, contudo, existem variagdes entre linhagens na formacgédo de pseudo-hifas.
Esta espécie ndo produz hifas verdadeiras, mas podem gerar pseudo-hifas
caracteristicamente grandes, curvas e muitas vezes chamadas de células gigantes
(SILVA et al., 2011). C. parapsilosis mede 2,5-4 mm no meio a base de milho
acrescido no meio Tween 80, produz coldnias branco, cremoso, brilhante e colbénias
lisas / enrugadas no meio CHROMagar Candida®, as colb6nias apresentam
coloracdo de marfim para réseo ou lavanda, estando algumas com aspecto
enrugado (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

Sabe-se atualmente que a espécie possui isolados distintos, denominados
grupos |, Il e lll, definidos através de multilocus, mas estudos redefiniram linhagens
como espécies C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis, no intuito de
substituir as designacbes anteriores dos grupos C. parapsilosis |, 1l e |l
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respectivamente (TAVANTI et al., 2005; GARCIA- EFFRON et al.,, 2011,
KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

2.2.5 CANDIDA TROPICALIS

C. tropicalis é classificada como a terceira ou quarta entre as espécies de
Candida mais isoladas em pacientes com infec¢do sanguinea. Tem importancia
relativa ainda maior na América Latina e sul da Europa ( ALMIRANTE et al., 2005;
COLOMBO et al.,, 2006; PEMAN et al., 2012, CORZO-LEON et al., 2014;
FERNANDEZ-RUIZ, et al., 2015). Esta espécie de levedura produz, em agar milho
com Tween 80 e a 25 °C apds 72 h, blastosporos ovais, pseudo-hifas e existem
relatos da formacéo de hifas verdadeiras (SIILVA et al., 2011).

C. tropicalis é isolada frequentemente de hemoculturas em individuos com
leucemia, com internacdo em unidades de terapia intensiva e neutropenia
prolongadas. E também isolada frequentemente em cavidades orais de pessoas
assintomaticas. Assim como acontece em inumeros casos de infecgcdes por Candida,
as infecgdes por C. tropicalis podem ser oriundas da microbiota normal do paciente
(enddgena) ou adquirida via pessoa a pessoa no ambiente hospitalar (KURTZMAN,
FELL e BOEKHOUT, 2011).

No meio de milho com Tween 80 as coldnias de C. tropicalis medem 4-8 mm
e formam colénias de cor creme com uma borda ligeiramente filamentosa (SIILVA et
al.,, 2011). As colénias de C. tropicalis observadas em CHROMagar Candida®
apresentam coloragao azul a cinza escuro, podendo exibir um halo marrom a roxo
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

C. tropicalis possui inumeras caracteristicas que aumentam sua
patogenicidade intrinseca (NEGRI et al., 2012). Dentre essas caracteristicas, a sua
capacidade de secrecdo de enzimas hidroliticas extracelulares como fosfolipase,
coagulases e formacao de biofilme (DEORUKHKAR et al., 2014; MORALEZ et al,
2013; RODRIGUES et al.,2003). Além de ter a capacidade de fermentar e assimilar

maltose e sacarose (SILVA et al., 2011).
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2.2.6 CANDIDA KRUSEI (Pichia kudriavzeii)

Atualmente a espécie C. krusei foi transferida para o género Pichia e passou
a ser denominada como de Pichia kudriavzeii (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT,
2011). Esta espécie € considerada a quinta causa mais comum de candidemia,
sendo isolada mais comumente de individuos neutropénicos (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011). Tem resisténcia a fluconazol e possui susceptibilidade reduzida
a outros antifungicos (PELLETIER et al., 2005). E um patégeno importante na
vaginite, contudo em pessoas consideradas saudaveis € atipico seu isolamento em
superficies mucosas (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). Em cultura em agair,
apresenta geralmente col6nias rugosas e planas. C. krusei, fisiologicamente, pode
crescer em meios sem vitaminas, diferenciando de outras espécies de Candida. As
colonias deste patdégeno aparecem cor de rosa a roxas, com textura aspera em meio
CHROMagar Candida® (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

A P. kudriavzeii tem alta vulnerabilidade com relacdo as enzimas liberadas
dos granulos de neutréfilos, mostrando menor patogenicidade e invasividade. Por
isto, isolada frequentemente em individuos neutropénicos (SAMARANAYAKE E
SAMARANAYAKE,1994).

Com a introducdo de fluconazol, para profilaxia fungica, o cenario de
incidéncia da fungemia em pacientes neutropénicos mudou seriamente para um
maior envolvimento de Candida nao albicans nas ultimas décadas (LEVENTAKOS et
al., 2010).

Assim como outras espécies de leveduras a P. kudriavzeii, possui a
capacidade desenvolver biofilmes e a composicdo de sua parede celular com
camadas multiplas e carater hidrofébico, permite melhor adesao e colonizagdo em
superficies inertes, como em pontas de catereres (SAMARANAYAKE E
SAMARANAYAKE 1994).

O quorum sensun (QS), um sensor sincrono de expressdo de moléculas em
funcdo da densidade populacional, originalmente descrita em bactérias, também
esta presente em diversas espécies de leveduras. Esse mesmo comportamento
incomum foi descrito para P. kudriavzeii (FLEISCHMANN, BROECKLING e LYONS,
2017).
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2.2.7 CANDIDA GUILLIERMONDII (P. guilliermondlii)

Candida guilliermondii foi atualmente renomeada como Pichia guilliermondii,
sua fase teleomorfica. Esta espécie ja foi isolada em agua doce e salgada, solo,
areia, anfibios, aves e esta presente na microbiota humana (pele e mucosas)
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011; SAVINI et al., 2011). Comparada a outras
espécies de leveduras, esta espécie expressa reduzida viruléncia (ARENDRUP,
HORN e FRIMODT-MOLLER, 2002). Embora possua notavel capacidade de
ocasionar infeccées nosocomiais (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). Ha
baixa incidéncia de infecgbes causadas por C. guilliermondii (P. guilliermondii), mas
foram registrados casos de candidemia e endocardite (GIRMENIA et al., 2006). Mas,
no entanto foi apontada como um patégeno emergente, com maior incidéncia na
América Latina (PFALLER et al., 2010).

O complexo de Candida guilliermondii (P. guilliermondii) € um complexo nos
quais varias espécies sado fenotipicamente indistinguiveis e geneticamente
heterogéneas com inclusdo de C. guilliermondii (P. gquilliermondii), Candida
carpophila, Candida xestobii e Candida fermentati (HIRAYAMA et al., 2018).

Estudos recentes mostram altos niveis de resisténcia antifungica pelo
complexo P. guilliermondii, em uma alta proporcdo de pacientes (36,4%) que
receberam antifungicos inapropriados no tratamento. Pacientes com candidemia por
causa de P. guilliermondii apresentam quadro clinicos menos graves e mortalidade
significativamente menor comparado a pacientes infectados por C. albicans (13,6 vs.
33,9%) apesar das condi¢bes subjacentes relevantes e da diminui¢cado da resisténcia
antifungica do complexo de espécies. O tratamento antifungico ideal para este
complexo de espécie ainda nao foi definida (COLOMBO, JUNIOR e GUINEA, 2017).

Morfologicamente, a formacado de pseudo-hifa varia de acordo com a
linhagem. As hifas verdadeiras, todavia, ndao sao produzidas por esta espécie. O
blastoconidio de P. guilliermondii pode ser encontrado em aglomerados ou em
cadeias curtas. As colbnias de P. guilliermondii apresentam cor de rosa para cor
lavanda em meio CHROMagar Candida® (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).
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2.2.8 CANDIDA DUBLINIENSIS

C. dubliniensis foi isolada da cavidade oral de individuos infectados pelo HIV
em 1995 (SULLIVAN, MORAN E COLEMAN, 2005). Também foi isolada de
pacientes transplantados de medula éssea e de pessoas em uso de antimicrobianos
de amplo espectro (SULLIVAN, MORAN E COLEMAN, 2005). Geralmente esta
restrita as infec¢gdes na mucosa oral, vaginal e aos pulmdes, contudo pode levar a
uma infecg¢ao sistémica fatal, sendo investigada em individuos com imunidade baixa
(SULLIVAN et al., 1995; ACHKAR e FRIES, 2010).

C. dubliniensis é uma levedura que € paralelamente comparada a Candida
albicans (TSANG et al.,, 2013). Essa espécie de Candida é morfologicamente e
fisiologicamente semelhante a C. albicans em diversos aspectos, entre eles: a
capacidade de formar tubo germinativo e clamiddsporos, coloragdo verde das
colénias em CHROMagar Candida®, embora novas formulagbes do meio, as
colénias se mostram mais escuras. Diferencas sutis podem ser observadas entre e a
espécie C. dubliniensis e C. albicans, comeg¢ando pelo desenvolvimento das
colbnias de 42° ou 45 ° C, onde nao ha crescimento da C. dubliniensis, apenas C.
albicans. Além disso, o crescimento de C. dubliniensis é inibido por aumento da
concentragdo de sal no meio e pela incapacidade de cepas para assimilar xilose.
Um relatério sugere que o agar Staib (é acrescido com sementes de girassol,
mostarda ou com tabaco) que permite a formacgao de clamidésporos e morfologia de
diferentes col6nias por C. dubliniensis, sendo esta uma ferramenta no diagnédstico de
diferenciacéo entre as espécies. (STAIB e MORSCHHAUSER, 1999; MAHELOVA e
RUZICKA, 2017). Tendo em conta que a maioria dos métodos de indentificacdo
citados acima resultam em falsos positivos e negativos, a aglutinacdo do latex por
meio de testes comerciais (por exemplo, Bichro-Dubli, Fumouze Diagndstico) ou
outros métodos sdo recomendados para confirmar resultados como PCR e MALDI-
TOF MS (MAHELOVA e RUZICKA, 2017).

Essa levedura tem a capacidade de alternar formas entre filamentosas e
leveduriformes, além de ser capaz de formar biofilmes em superficie abidtica e
bidtica (TSANG et al., 2013).

O genoma da C. dubliniensis ja foi sequenciado (JACKSON et al., 2009) e
revela alta similaridade com mais de 80% de identidade com a C. albicans
(JACKSON et al., 2009). Tornando assim um excelente recurso para diferencia-las,
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embora estes recursos nido estejam disponiveis em laboratério de analises clinicas
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

2.2.9 CANDIDA LUSITANIAE

C. lusitaniae faz parte da microbiota normal do homem e de animais,
entretanto é baixa sua prevaléncia entre isolados de amostras clinicas (KURTZMAN,
FELL e BOEKHOUT, 2011). As linhagens de C. lusitaniae produzem pseudo-hifas,
vindo a desenvolver blastoconideos (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).
Possivelmente sua transmissdo se da em ambiente hospitalar, ocasionando
colonizagdo nosocomial dos sistemas digestivo e urinario (KURTZMAN, FELL e
BOEKHOUT, 2011). Este patégeno também acomete individuos com doengas
hematoldgicas, bem como em pacientes em unidades de terapia intensiva, causando
infeccdes graves (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). As espécies de Candida
estdo entre a causa fungica mais comum de endocardite infecciosa, no entanto, é
raro ser causada pela espécie C. lusitaniae (RAHMATI, CORREA e SHE, 2020).
Apenas alguns casos, foram documentados na literatura com o primeiro caso
relatado de endocardite protética da valvula descrita em 1998. C. lusitaniae
apresenta resisténcia intrinseca a polienos, descrita inicialmente em 1979. Infecgbes
por essas espécies respondem mal a anfotericina, apesar dos testes in vitro
indicando frequentemente MICs baixos (HAWKINS e BADDOUR, 2003; RAHMATI,
CORREA e SHE, 2020). Em CHROMagar Candida® esta espécie produz colbnias
cor rosa a lavanda com textura cerosa (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

O sequenciamento do genoma inteiro identificou semelhangas genéticas entre
C. auris e a C. lusitaniae emergente recentemente, podendo demonstrar resisténcia
a multiplos agentes antifungicos (RAHMATI, CORREA e SHE, 2020). No tratamento
de C.lusitaniae é crucial reconhecer sua resisténcia a anfotericina B e a terapia a
azol considerada de primeira linha, frequentemente resulta em bons resultados em
conjunto com intervengdes cirurgicas (RAHMATI, CORREA e SHE, 2020). C.
lusitaniae foi recuperada do tecido valvar ressecado (RAHMATI, CORREA e SHE,
2020). Todas as identificacbes foram realizadas por dessorcao/ionizagao a laser
assistida por matriz espectrometria de massa (MALDI-TOF). Na histopatologia
houve brotamento de levedura e pseudo-hifas, também confirmou endocardite
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infecciosa da valvula protética por este organismo (RAHMATI, CORREA e SHE,
2020).

2.3 GENERO CANDIDA - LEVEDURAS NOVAS E EMERGENTES

2.3.1 CANDIDA AURIS

A Candida auris foi isolada inicialmente em uma infec¢cdo do canal auditivo de
um paciente no Japao em 2009 (SATOH et al., 2009). Posteriormente ocorreram
outros casos, como no Reino Unido onde ocorreram diversos casos de candidemia,
(20%) em pacientes colonizados com C. auris (SHETTY et al, 2016). Ha também
registros de infeccdes por C. auris na Coréia do Sul, india, Paquistdo, Quénia,
Kuwait, Israel, Venezuela, Colémbia, Reino Unido, Estados Unidos, Bangladesh,
Oma, Malasia, China, Emirados Arabes Unidos, Arabia Saudita, Cingapura,
Tailandia, Africa do Sul Espanha, Alemanha, Franga, Austria, Noruega, Bélgica,
Suicga, Holanda, Russia, Canada, Panama e Australia e Brasil (CDC - CENTRO DE
CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCA, 2016; MAGOBO et al, 2014; EMARA et
al., 2015; LONE e AHMAD, 2019). Estudos recentes demonstraram primeiramente
varios grupos, dentre os paises ja citados acima, hospitais onde a clonalidade dentro
de C. auris foi demonstrada usando AFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado), tipagem de sequéncia multilocus e MS MALDI-TOF entre
cepas da india, Africa do Sul, incluindo o Brasil. Essa levedura & um patégeno
emergente e foi a causa de infecgbes em feridas e em infec¢des invasivas graves
como infecgdes na circulagdo sanguinea, com mortalidade bruta, tendo variagdes de
30% a 72%. (CDC - CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCA, 2016;
LONE e AHMAD, 2019).

Essa levedura emergente possui reduzida susceptibilidade a azdlicos e
anfotericina B, tornando-se uma grande preocupacgao por adquirir resisténcia a
multidrogas em todo o mundo (KATHURIA et al.,, 2015; SARMA e UPADHYAY,
2017). (CDC - CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCA, 2016; KIM
et al.,, 2009). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, em outubro de
2016, a Organizagdo Pan-Americana da Saude/Organizagdo Mundial da Saude
(OPAS/OMS) divulgou um alerta epidemiolégico com relagao aos surtos de Candida
auris em servigos de saude da Ameérica Latina, recomendando a adogcdo de medidas
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de prevencao e controle de surtos por esse patégeno emergente que representa
grave ameagca a saude global (ANVISA, 2017).

A transmissdo direta por uso de equipamentos e artigos médicos, como
termdmetro, esfigmomandmetro, estetoscopios, entre outros, também ja foi descrita
(ANVISA, 2017). Além da transmissdo, a atencdo também deve ser dada a
dificuldade de identificagao e crescimento lento de qualquer espécie de levedura em
meios de culturas, considerando também as culturas de sangue que podem
ocasionar resultados falsos negativos por intermitentes ou baixos niveis de
candidemia (PAPAS et al., 2016).

Ademais, tais fatores contribuem para o atraso no tratamento, além da nao
identificagdo individual de Candida, sendo liberados resultados como outras
espécies de leveduras. Além disso, em laboratdrios que realizam diferentes testes
bioquimicos ou utilizam aparelhos automatizados como API- 20C AUX, VITEK - 2
YST, BD - Phoenix, MicroScan e Auxacolor, pode ser confundida fenotipicamente C.
auris com outras espécies, devido a falta de C. auris em suas bases de dados
(Tabela 2). Para identificagdo, dependendo do método utilizado, C. auris é
frequentemente identificado incorretamente como Rhodotorula glutinis, Candida
sake ou Saccharomyces cerevisiae por APl - 20C AUX (BioMeArieux), como C.
haemulonii ou C. famata por VITEK-2YST VITEK (BioMeArieux), como C. haemulonii
(exceto um como C. catenulata) por BD - Phoenix (BD Diagnostics), como C. famata,
C. lusitaniae e C. guilliermondii ou C. parapsilosis por MicroScan (Beckman Coulter)
e como Saccharomyces cerevisiae por Auxacolor (Bio - Rad). Entretanto, um O
software Vitek - 2 atualizado (versao 8.01) deve ser capaz de identificar C. auris do
restante das espécies estreitamente relacionadas (Tabela 2). (CDC - CENTRO DE
CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCA, 2016; KATHURIA et al., 2015;
MAGOGO et al., 2014; LONE e AHMAD, 2019).
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Identificagbes incorretas de C.auris

Mét Identificagoes incorretas de C.auris

odo de identificagao
API 20C AUX Rhodotorula glutinis

Candida sake

Saccharomyces cerevisiae

BD Phoenix Candida haemulonii

Candida catenulata

Vitek- 2° Candida haemulonii

Candida duobushaemulonii
Candida famata

Candida lusitaniae

MicroScan Candida famata
Candida guilliermondii
Candida lusitaniae
Candida parapsilosis
Candida catenulata
Candida albicans

Candida tropicalis

RapID Yeast Plus Candida parapsilosis

Tabela 2: Identificagéo incorreta de Candida auris por diferentes métodos bioquimics de identificacao
de leveduras (LONE e AHMAD, 2019).

As tecnologias para identificagdo correta de C. auris, sdo sequenciamento de
DNA, regides ITS ou D1/D2 do ribossomo 28s DNA ou dessorgao/ionizacéo a laser
auxiliado por matriz em espectrofotometria de massa (MALDI-TOF MS), testes estes,
nao disponibilizados em laboratério clinico. Ademais, foi desenvolvido recentemente
pela T2 Biosystems (Lexington, MA) um novo ensaio T2 de diagnodstico, para
deteccado rapida e especifica. Dessa forma, o diagnéstico precoce de C.auris

favorece um tratamento adequado, significando reducdo das taxas de mortalidade.
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(CDC - CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENGA, 2016; KATHURIA
et al 2015; LONE e AHMAD, 2019).

2.3.2 CANDIDA NIVARIENSIS

A C. nivariensis foi descrita no ano de 2005, apés um isolamento de trés
pacientes em um periodo de trés anos em um hospital espanhol (ALCOBA-FLOREZ
et al., 2005). Essa levedura tem proximidade genética com C. glabrata, sendo
sugerida como uma nova espécie de fungo oportunista (ALCOBA-FLOREZ et al.,
2005; BORMAN ET AL., 2008). Tendo como base a sequencia de linhagens de C.
nivariensis isoladas de flores do Canada (LACHANCE et al., 2001; BORMAN et al.,
2008).

No ano de 2005 e 2006, espécies fenotipicamente semelhante a C.
nivariensis foram submetidas a testes de identificacdo de rotina no Laboratério de
Referéncia de Micologia do Reino Unido (MRL) e mostraram distingdo entre outras
espécies de fungos patogénicos pelo método de pirosenquénciamento da regido ITS
2 (BORMAN et al., 2008). Esta espécie apresenta menor susceptibilidade a triazdis e
a anfoterina B, com MIC (concentragdo inibitéria minima) semelhantes ou mais
elevadas do que C. glabrata, tornando uma levedura de grande importancia clinica
(BORMAN et al., 2008; ASADZADEH et al., 2019).

A producdo de colbnias brancas cremosas em CHROMagar Candida® nao
esta restrita somente as cepas de C. nivariensis, as espécies C. inconspicua,
Candida norvegensis, e algumas cepas de C. glabrata também podem produzir
colénias brancas cremosas neste meio. Dos isolados testados apenas 363 dos 440
(82,5%) isolados produziram colbnias total ou parcialmente roxas, enquanto 77
(17,5%) isolados produziram colénias brancas cremosas. Nao foi restrita a nenhum
tipo especifico de amostra a ocorréncia de colbnias brancas cremosas
(ASADZADEH et al., 2019).

Em varios estudos selecionados até o momento, esta listado o numero de
isolados de C. nivariensis identificados de varias amostras clinicas (Tabela 3)
(ASADZADEH et al., 2019).

A producéao de diversos fatores de viruléncia estdo associados a esta espécie,
também, como a producdo de enzimas hidroliticas e a capacidade de aderir a
substratos abidticos (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2016).
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Espécimes clinicas com respectivos isolados de C. nivariensis

Espécimes clinicas Numero de C. nivariensis
Sangue 22
Swab com secre¢do vaginal 12
Trato respiratorio / de cavidade oral / de expectoragao 14
Fluido ascitico 3
Amostra de urina / rim 2
Abcesso/pus 2

Liquido pleural 1

Liquido cefalorraquidiano 1

Exsudato de cateter / swab no local de saida 1

Swab para sitio cirtirgico 1

Fluido de dialise CAPB 1
Naio especificado 6
Total 66

Tabela 3: Numero de isolados de C.nivariensis identificados em varias amostras clinicas
(ASADZADEH et al., 2019).

2.3.3 CANDIDA INCONSPICUA E CANDIDA NORVEGENSIS

As espécies C. inconspicua e C. norvegensis sao espécies emergentes
descritas como as mais frequentemente isoladas de infecg¢des invasivas e que
exibem resisténcia ao fluconazol (GUITARDE et al., 2013; GUITARD et al., 2015).
Sao espécies bioquimicamente e filogeneticamente semelhantes (MAJOROS et al.,
2003; GUITARD et al., 2015). Candida inconspicua foi primeiramente descrita como
género Torulopsis inconspicua em Lodder e Kreger-van Rij (1952) e mais tarde
reclassificado no género Candida (MIXAO et al., 2019). C. inconspicua é

fenotipicamente semelhante e geneticamente idéntica a P. Cactophila, e sugeriram a
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representacdo de diferentes estagios sexuais da mesma espécie. C. inconspicua
também foi identificada erroneamente como outros membros do clado, como P.
norvegensis (MIXAO et al., 2019).

Esta espécie é de dificil diferenciagdo através do uso de técnicas rotineiras,
mas podem distinguir-se pela hidrélise da esculina no auxonograma (GUITARD et
al., 2015). Além do uso de técnicas como sequenciamento do espacgador transcrito
interno - ITS ou D1/ D2 da subunidade maior do DNA ribossédmico (rDNA), técnicas
de protedbmica como MALDI-TOF MS e sequenciamento de um fragmento do
alongamento da transcrigdo do gene Fator 1 (EF-1) contribuem para essa distingéo
(GUITARD et al., 2015).

Candida inconspicua inicialmente foi classificada como Torulopsis inconspicua
em 1952, posteriomente foi reclassificada como pertecente ao género Candida em
1978 (MIXAO et al., 2019).

Para identificacdo de Candida inconspicua, a levedura inicialmente foi
cultivada em meio Sabouraud a 2% por a 30°C por 72 horas e em seguida apoés
extragdo direta em MALDI-TOF (MALDI-Biotyper com versdes como Daltonics e
Bruker (MIXAO et al., 2019).

Apods o crescimento da colénia de Candida inconspicua em meio CandiSelect-
4 por 48 h a 37°C, observa-se a coloracao azul ( ZHAO et al., 2016).

Um estudo realizado pela primeira vez no Ira relatou a presenga de leveduras
incomuns e raras, nas quais algumas delas ndo foram isolados ou relatadas de
amostras clinicas anteriormente. Esses incluem algumas espécies raras, isoladas do
género Candida, incluindo a espécie Candida inconspicua (KARIMI et al., 2015)

Interessantemente foi observado um aumento de mais de dez vezes de
infecgbes por C. inconspicua entre os anos de 1997 e 2000; 2001 a 2004 (aumento
de 9 para 276 casos). A maioria dos isolados de C. inconspicua causa infecgoes,
esta associada a orofaringe, osteomielite e candidiase esofagica em pacientes HIV
positivo, tal como a candidemia em pacientes com neoplasias hematologicas
(MIXAO et al., 2019). Frequentemente, isolados originam-se da colonizagdo das vias
respiratorias e digestivas de fontes desconhecidas (MIXAO et al., 2019).

Foi relatada certa frequéncia de cepas resistentes ao fluconazol (MIXAO et
al., 2019).

Muitos estudos sustentam que C. inconspicua pode frequentemente ser
bencontrada em produtos, incluindo leite, manteiga ou queijo. Além disso, foi
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relatado recentemente em bebidas alcodlicas tradicionais, como cerveja de sorgo

chamada tchapalo e o 6leo de palma (MIXAO et al., 2019)

2.4 OUTROS GENEROS DE LEVEDURAS QUE CAUSAM DOENGAS
INFECCIOSAS

Outros géneros de leveduras podem causar infegdes e doengas graves como
as espécies do género Cryptococcus, tendo como as principais espécies
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, sendo a segunda maior causa de
doencgas invasivas depois do género Candida (PFALLER e DIEKEMA, 2010;
BOVERS, HAGEN e BOEKHOUT, 2008; PEMAN, ZARAGOZA e SALAVERT, 2013).

Outros géneros raramente causam doencgas infecciosas em humanos, tais
como Rhodotorula spp. (isolado geralmente em pele e mucosas), Trichosporon spp.,
Saprochaeta spp., Pneumocystis jiroveci, Geotrichum spp., Saccharomyces spp. €
Hansenula spp.. Tais géneros sdo observados em pacientes imunodeprimidos,
pacientes com oncologia hematoldgica e transplantados que recebem profilaxia ou
tratamento empirico, surgem ainda de pressao seletiva de antimicéticos (CAIRA et
al., 2011; PEMAN, ZARAGOZA e SALAVERT, 2013).

2.5 EPIDEMIOLOGIA E PRINCIPAIS DOENCAS CAUSADAS POR LEVEDURAS

As leveduras podem causar diversas doengas em humanos, desde micoses
superficiais ou cutdneas, como a candidiase oral e vaginal, até infecgdes sistémicas
graves, com disseminagao para diversos orgaos, estando associados a niveis altos
de morbidade e mortalidade (KIBBLER et al, 2003; ODDS et al, 2007).

2.5.1 MICOSES SUPERFICIAIS E CUTANEAS

Em todo mundo e em particular nos tropicos, as micoses superficiais e
cutaneas representam uma importante causa de morbidade e do aumento de
incidéncia nos Ultimos anos, além do aumento da frequéncia de visitas ao
dermatologista (PELEGRINI et al., 2009).
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2.5.1.1 Onicomicose

A onicomicose é uma infecgao fungica que atinge as unhas, representando 15
a 40% das doengas de unhas (ZANARDI et al., 2008). A sua predominancia esta
aumentando e pode ser explicada pelo fato da idade da populagdo, maior incidéncia
de imunodeficiéncia, susceptibilidade genética, cuidados com as unhas, fumo,
fatores ambientais e comportamentais. Além de ser trés vezes mais prevalente em
nadadores que ndo nadadores (Tabela 5) (FAERGEMANN e BARAN, 2003; TOSTI,
HAY e ARENAS-GUZMAN, 2005; ZANARDI et al., 2008).

As dermatofitoses foram relatadas por varios estudos como o principal agente
etiolégicos da onicomicose, seguido por leveduras, em zonas temperadas
especiaimente (FAERGEMANN e BARAN, 2003, BALLESTE, MOUSQUES e
GEZUELE, 2003, TOSTI, HAY e ARENAS-GUZMAN, 2005; JARV et al,2004;
ROMANO GIANNI E DIFONZO, 2005). Contudo, a porcentagem de dermatdfitos
isolados em unha foi relativamente baixa (CALADO et al., 2011). Candida spp.
destaca-se como as leveduras uma das mais comumente isoladas, sendo observado
também em Jodo Pessoa, Brasil, um percentual de (82%) da espécies de Candida
como um dos principais fungos envolvidos na onicomicose, acompanhada de
dermatdofitos (13,4%) (CALADO et al., 2011).

Além disso, os agentes etioldégicos mais frequentemente relatados em casos
de onicomicose no Ceara, Nordeste brasileiro, sdo provenientes de espécie de
Candida (75,42%), seguidas de dermatofitos (12,99%) e Fusarium spp. (8.19%)
(BRILHANTE et al., 2005). A onicomicose provocada por leveduras passou a ser a
mais comum na clinica, representando 75% de todos os casos descritos na Libia
(Ellabib et al., 2002), 59,1% em Roma (MERCANTINI, MARSELLA e MORETTO,
1996), e 49,1% no Rio de Janeiro, Brasil (ARAUJO et al., 2003; ARRUA et al., 2015).

No entanto, atualmente as espécies isoladas com mais frequéncia sao
dermatofitos, leveduras e fungos nao dermatéfitos. Anteriormente, apenas os
dermatofitos foram considerados somente como os agentes causais mais comuns,
entretanto, recentemente espécies de Candida foram relatadas entre os patdgenos
importantes que causam infec¢des por onicomicose (SAV et al., 2018). A infecgao
fungica das unhas é subungueal distal e lateral onicomicose, nos quais os agentes
etiolégicos mais prevalentes nas unhas dos pés, sao dermatoéfitos, seguido por
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leveduras do género Candida e bolores, como Acremonium spp., Fusarium spp.,
Aspergillus spp. (OTASEVIC et al. 2016).

Um estudo realizado em Joao Pessoa, Paraiba, Brasil observou que de 665
amostras, 24% dos casos foram positivos para C. tropicalis, 23% para C. krusei,
11% para C. albicans e 2% das espécies ndao foram especificadas, somente
descritas como Candida spp. Um total de 18% sendo negativos, provavelmente este
dado se refere a distribuicdo ndo uniforme dos fungos na unha e pela orientagao
inadequada para o procedimento antes da coleta recebido pelo paciente (Tabela 4)
(ARRUA et al., 2015).

Presenca de leveduras do género Candida em Onicomicoses
LEVEDURAS NUMEROS DE CASOS PREVALENCIA
Candida spp. 13 2%

Candida tropicalis 158 24%
Candida krusei 151 23%
Candida albicans 75 11%
Candida guilliermondii 126 19%
Candida stellatoidea 07 1%
Candida parapsilosis 08 1%
Candia glabrata 04 0,6%
#Culturas negativas 122 18%

Tabela 4: Presenca de leveduras do género Candida em Onicomicoses. Distribuicdo de espécies de
leveduras encontradas nas culturas de exames. Adaptado de: (ARRUA et al., 2015).

Sao importantes os fatores de viruléncia, usados pelo microrganismo e a
defesa contra o patdgeno. Estes fatores de viruléncia incluem a produgédo de
enzimas (proteinase, fosfolipase e hemolisina) e, formagdo de biofilme pelo
microrganismo (SAV et al, 2018). Mesmo utilizando dos fatores de viruléncia, o

microrganismo encontra dificuldades na erradicacdo da infeccao fungica das unhas
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devido a matriz extracelular, correspondente a uma biomassa fungica espessa. Além
disso, utilizam das classes de enzimas hidroliticas como a fosfolipases, com
capacidade de hidrolisar uma ou mais ligagdes éster glicerofosfolipides, enquanto as
proteinases quebram proteinas como hemoglobina, albumina e queratina. Por causa
dessas enzimas, a espécies de Candida aderem a célula hospedeira e através da
formacéao de lise, formando a infecgéo (SAV et al, 2018)

Antifungicos sistémicos e topicos sdo usados no tratamento da infecgéo por
onicomicose, causados por espécies de Candida, como itraconazol, fluconazol,
imidazais, alilaminas (terbinafina), clotrimazol, cetoconazol e miconazol e possuem
perfil seguro para aplicagdo humana sendo eficazes contra onicomicose (SAV et al,
2018). No entanto, devido aos tratamentos longos, de alto custo, muitas vezes
ineficazes, hepatotdxicos e/ou que causam transtornos gastrointestinais, além dos
diversos efeitos colaterais, muitas vezes nao se tem sucesso no tratamento (SAV et
al, 2018).

2.5.1.2 Candidiase Vulvovaginal

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo sintomatica oriunda do
crescimento exacerbado das células de Candida spp. que fazem parte dos
microrganismos comensais presentes na vagina (SOBEL et al., 1998). E estimado
um numero de trés entre quatro mulheres saudaveis vivenciaram esse caso de
infecgdo, ao menos um episédio em algum momento da vida em seu periodo fértil
(GIEGER, FOXNAN E GILLESPIE, 1995). A cada duas mulheres, uma
aproximadamente vivenciou um ou dois episédios ao longo da vida (CARROLL,
HURLEY e STANLEY, 1973). Sendo 5 a 8 % dessas mulheres tem CVV
periodicamente, correspondendo a Candidiase Vulvovaginal Recorrente (CVVR) )
(SOBEL, 1985).

A candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR) é determinada como mais de
quatro episodios no ano, em geral ocasionada pelas espécies de C. albicans ou C.
glabrata, com causa de recorréncia desconhecida na maior parte das mulheres
(SOBEL, 2007; PAPPAS et al., 2009; MARDH et al., 2002; ANDERSON, KLINK e
COHRSSEN, 2004; RICHTER et al., 2005).

As CVV se classificam em nao complicadas, aproximadamente 90% e
complicadas, aproximadamente 10%, baseando em caracteristicas clinicas, fatores



42

inerentes ao hospedeiro, resposta a terapia e ao microrganismo. O critérios para
seguintes definicbes estdo de acordo com a frequéncia dos episddios, sendo a ndo
complicada estabelecida como infrequente (< 3 episodios por ano), tendo a C.
albicans como principal agente causador. Nas descritas complicadas, inclui-se casos
graves, associado a gravidez, diabetes descontrolada e imunossupressao (SOBEL,
2007; PAPPAS et al., 2009).

As taxas de isolados de C. albicans nas formas agudas e recorrentes de CVV
e em grupos controles foram 37,3%, 54,2% e 8,5%, respectivamente, enquanto as
taxas de infecgdo de Candida ndo albicans nesses grupos foram 24,1%, 50,9% e
25%, respectivamente (GUZEL et al., 2011).

Cinco estudos independentes revelam a percentagem de 17% na Italia, 24%
nos Estados Unidos, 42,9 a 49,6% na Turquia de isolados de Candida ndo C.
albicans causando CVV (SPINILLO et al., 1997; RICHTER et al., 2005; OZCAN et
al., 2010; GUZEL et al., 2011). Ademais, observa-se um aumento de episddios de
infecgbes causadas por Candida ndo C. albicans (NYIRJESY et al., 1995; SPINILLO
et al., 1997).

Conforme determinadas regides geograficas ha variagbes também na
incidéncia, nas quais C. tropicalis é mais prevalente na Africa e no Oriente Médio,
C. glabrata tem mais incidéncia no Pacifico Asiatico e Unido Europeia e C.
parapsilosisis € mais predominante na América Latina e América do Norte
(ALEXANDER et al. 2013; CHAPELAND-LECLERC et al., 2010; KLEVAY et al.,
2008; PFALLER e DIEKEMA, 2004).

A CVV também é considerada como segunda causa mais comum de vaginite
apds vaginose bacteriana. Ha uma estimativa que as mulheres colonizadas com
Candida sao 10-15% dos pacientes assintomaticos, 70-75% das mulheres
experimentam um caso de CVV em suas vidas, além disso, 50% das mulheres
infectadas inicialmente, sofrerdo um segundo evento de CVV e ainda 5-10% de
todas as mulheres desenvolverao RVVC. O fato de mulheres assintomaticas terem a
presengca de Candida na vagina, nao necessariamente elas terdo a CVV
(GONCALVES et al., 2016).

A incidéncia de CVV em mulheres sintomaticas varia de acordo com as
populagdes estudadas bem como sua localizagdo. Nos ultimos anos os estudos
publicados demonstram incidéncias da doenca em mulheres sintomaticas que

variam de 12,1% a 57,3%. Foram relatadas por estudos epidemiolégicos que as
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maiores incidéncias sdo oriundas em paises africanos como Tunisia 48,0% e Nigéria
com 57,3%, seguidos por Brasil e Australia. As menores incidéncias foram
mencionadas nos paises europeus, Italia com 19,5%, Grécia 12,1% e india (17,7 a
20,4%). Considerando a colonizac&o assintomatica, brasileira, italiano e israelense
estes estudos demonstram colonizagdo vaginal por espécies de Candida em
mulheres sem sintomas de CVV com uma prevaléncia entre 11,6% e 17,0%
(GONCALVES et al., 2016).

Além disso, 0 uso excessivo de antibidticos e antifungicos, como os azdlicos
para uso topico, tem contribuindo para a frequéncia de espécies de Candida ndo
albicans, devido a resisténcia desses agentes (RICHTER et al.,2005; MUTUA,
REVATHI e MACHOKI, 2010). Nota-se que em algumas regides do mundo e em
determinados faixas etarias, a prevaléncia de Candida-n&o albicans (principalmente
C. glabrata) em candidiase vaginal (SINGH et al., 2002).

2.5.1.3 Candidiase oral

A doenga mais comum em individuos com HIV/AIDS ¢é a candidiase
orofaringea e mais provavelmente 90% destes individuos desenvolvera a infecgéao
(MENEZES et al., 2015; JUNQUEIRA et al., 2012).

Uma condigdo predisponente para o desenvolvimento de candidiase
orofaringea € a colonizagao persistente da cavidade oral pela levedura (MENEZES
et al., 2015; ERKOSE e ERTURAN, 2007). Nos individuos com HIV/AIDS é avaliado
como um marcador da progressao da doenca a alta incidéncia de candidiase
orofaringea e densidade elevada de leveduras na cavidade oral (MENEZES et al.,
2015; AL-ABEID et al 2004).

Um estudo retrospectivo realizado na Faculdade de Odontologia de Pelotas,
Universidade Federal de Pelotas (Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil), analisou e
revisou um total de registros médicos de 1.534 pacientes diagnosticados com
candidiase oral entre 1997 e 2014 do CDOD (Centro de Diagnéstico de Oral). Um
indice de (80,3%) destes pacientes eram mulheres com idade entre 51 e 70 anos e
1.308 pacientes eram caucasianos (brancos). No geral observou-se 61,1% dos
pacientes nao apresentavam doencgas sistémicas e que os participantes que usavam
dentaduras CAC (candidiase atréfica crbnica) foram que mostraram o tipo mais
comum de candidiase, 59,3% ( REINHARDT et al., 2018).
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Das 133 Candidas isoladas dos pacientes internados, a mais isolada foi C.
albicans com percentual de 75,2%, C. glabrata 18,8%, logo em seguida C. tropicalis
2,25%, também C. dubliniensis 2,25% e C. krusei 1,5% (DOVIGO et al, 2013; DE
PAULA et al., 2015).

2.5.2 CANDIDIASE INVASIVA

A candidiase invasiva pode ser causada por diversas espécies de Candida e
pode estar relacionada com cuidados de saude. Esta doenca também é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade correlacionadas as doencgas
invasivas. Em torno de 95% dos casos sao causadas pelas espécies patogénicas
mais comuns, como C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei.
No geral, infe¢cdes graves relativas a estes organismos mais frequentes séo referidas
como candidiase invasiva e podem infectar a mucosa do eséfago, orofaringe e
vagina (MCCARTY e PAPPAS, 2016).

As espécies de Candida possui capacidade de formar biofilmes tanto em
préteses como cateteres urinarios e dispositivos intravenosos (MAYER, WILSON e
HUBE, 2013; SARDI et al., 2013). Segundo SAVILLE et al., 2008, essa adesao a
superficies favorece a conversao da forma leveduriforme para hifas. Outro ponto
importante é a resposta celular, por contribuir na destruicdo e eliminagdo de
patéogenos (GOW et al., 2012). Considerando este fato, individuos com alguma
disfungao leucopénica significante, sdo propensos a desenvolveram candidemia ou
outra candidiase invasiva. Fatores ndo menos importantes como exposi¢cao a
farmacos, imunossupressdo sao determinantes em individuos com candidiase
invasiva (MCCARTY e PAPPAS, 2016).

2.5.2.1 Candiduria

As espécies de Candida estdo entre as causas mais comuns de infecgoes
urinarias causadas por fungos (GUPTA, 2007; YAZDANI, FOROUGHIFAR e
MOHAMMADI, 2016). A incidéncia de candiduria torna-se mais prevalente nas
unidades de terapia intensiva (YAZDANI, FOROUGHIFAR e MOHAMMADI, 2016). A
maioria dos pacientes com candiduria ndo desenvolve septicemia comparadas a

bacteriuria. Contudo estudos demonstraram que 1% a 8% dos pacientes com
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candidemia também apresentaram candiduria (YAZDANI, FOROUGHIFAR e
MOHAMMADI, 2016).

O presente estudo e outras investigacbes mostram que C. albicans
representa 50% a 70% dessas infecgbes no trato urinario, seguido por C. glabrata,
C. tropicalis e C. krusei (XESS et al.,, 2007; YAZDANI, FOROUGHIFAR e
MOHAMMADI, 2016). No entanto, em outros estudos demonstraram informacdes
divergentes, nos quais o complexo de C. parapsilosis tornou-se a principal causa da
candidiase, incluindo candiddria (LINDER et al., 2003; TROFA, GACSER E
NOSANCHUK, 2008; YAZDANI, FOROUGHIFAR e MOHAMMADI, 2016).

As infeccbes causadas por Candida spp. No trato urinario sdo pela via
hematogénica descendente ou ascendente do perineo, diferente das bactérias Gram
negativas, em especial E. coli, que na maioria das vezes usa a via ascendente
(ALFOUZAN e DHAR, 2017; ACHKAR e FRIES, 2010). O acesso a via
hematogénica por Candida spp. pode desencadear o desenvolvimento de inumeros
microabscessos do cortex resultando na contaminagdo do microrganismo na urina.
Contudo, essa via de patogénese por Candida spp. ndo esta bem esclarecida
(ALFOUZAN e DHAR, 2017; KAUFFMAN, 2005).

E um achado clinico comum, principalmente em pacientes hospitalizados. A
presenca de candiduria (ou seja, espécies de Candida na urina), com algumas
descricdes indicando 90% dos pacientes com Candida urinaria. Os pacientes
hospitalizados com infeccbes do trato (ITU) unidade de tratamento intensivo,
usavam um cateter urinario. Os médicos nado devem descartar esse achado clinico,
porque a presenga de leveduras na urina pode ter seu significado etiolégico nas
ITUs, sendo indicativo patolégico subentendido no sistema geniturinario (por
exemplo, candidiase vulvovaginal). Além disso, a candiduria pode ser util como
marcador para candidemia disseminada, que esta relacionada com uma mortalidade
bruta de 30-40%. A candiduria é definida como 104-10° (UFC / mL), de leveduras
detectadas na urina, o indice de 10°%<UFC/mL, corresponde aos pacientes com
sintomas de ITU causados geralmente por Candida (GAJDACS et al., 2019). Fatores
de risco de candiduria e Candida urinaria estdo bem estabelecidas e inclui sexo
feminino, diabetes mellitus, extremos de idade, hospitalizacdo prolongada, uso
recente de antibidticos de amplo espectro ou imunossupressores, unidade de terapia
intensiva (UTI), disfungdo da bexiga, nefrolitiase estase urinaria, anomalias

congénitas trato urinario ou estruturais da urina, transplante, ou ITUs bacterianas.
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Segundo GAJDACS et al., 2019, houve o acréscimo dos niveis de colonizacdo das
espéecies de Candida em quase todas as superficies mucosas em pacientes HIV
positivos que (considerando o estado geral de imunossupressado do paciente) ons
quais elevara os niveis de infecgbes por Candida manifestadas, incluindo o trato
geniturinario. O agravo em relagdo aos tecidos do sistema urinario € promover
obstrugao do sistema urinario (GAJDACS et al., 2019).

Em um estudo em pacientes com candiduria observou-se que a idade média
dos pacientes foi de 72,01 anos de pacientes internados; enquanto no grupo
ambulatorial, foi de 69,74 anos . Contudo, ha predominancia de pacientes com mais
de 50 anos de idade nos dois grupos. A maioria (99,8%) de amostras urina de
ambulatérios foram desconsideradas, enquanto, as amostras de urina dos
internados com sondas, houve um percentual de (87,59%), urina mediana de
(12,06%) e amostras obtido por aspiragdo suprapubica da bexiga (0,3%) foram
menos relevantes (GAJDACS et al., 2019)

Em um periodo de estudos de 10 anos, o Instituto de Microbiologia Clinica da
Hungria recebeu, em média, 2115 casos positivos de candiduria. No geral, a espécie
C. albicans foi a mais isolada com indice de 65,22% e 59,64% em (ambulatoriais) e
(internados), respectivamente. Vale ressaltar que a prevaléncia de NACS (Candida
nao abicans) nao pode ser negligenciada (especialmente C. glabrata e C. tropicalis,
representando  aproximadamente 20% dos pacientes ambulatoriais e
aproximadamente 30% de isolados hospitalares) (GAJDACS et al., 2019).

2.5.2.2 Candidemia

A candidemia é caracterizada como uma infecgdo nosocomial, cuja metade
dos casos notificados de infecgéo é provocada por C. albicans (CHENG et al., 2004;
ESCRIBANO et al., 2013; ARENDRUP et al., 2011). No entanto, em um periodo de
12 anos no Japao, incluiu um total de 283 casos de candidemia de 275 pacientes.
Desses 283 casos, foram coletados 295 Candida spp., incluindo diferentes espécies
de Candida spp. e casos de bacteriemia / fungemia polimicrobiana, devido a
patégenos que nao eram Candida spp.. Nos casos de Candida spp. foram
compostos por 131 (44,4%) isolados de C. albicans, 74 (25,1%), C. glabrata, 45
(15,3%), C. parapsilosis, 28 (9,5%), de C. tropicalis 17 (5,8%) e de outras Candida
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spp., incluindo C. krusei , C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis (ISHIKANE
et al., 2019).

A candidemia se desenvolve a partir de fatores como a degradagdo da
barreira entérica em decorréncia de processos invasivos (cirurgia abdominal),
quadro oncoldgico de neutropenia, pacientes com diabetes e insuficiéncia renal em
unidade de terapia intensiva, incluindo também o uso de dispositivos como cateteres
intravasculares, pacientes entubados ou com sondas urinarias (EPELBAUM e
CHASAN, 2017; MCCARTY e PAPPAS, 2016; DELALOYE e CALANDRA, 2014).

As infecgdes fungicas invasivas geram um impacto relevante nos indicadores
de morbidade e mortalidade, provocando 0,4 mortes por 100 mil habitantes nos
Estados Unidos (TROFA, GACSER E NOSANCHUK, 2008). A candidemia propicia
maior permanéncia na internagao hospitalar e proporciona maiores despesas com
recursos para a saude e mais cuidados médicos. Foi citada como a quarta causa
mais comum e frequente de infec¢do na corrente sanguinea, mas isso se aplica aos
cuidados intensivos. Em dados de estudos populacionais € a sétima infeccdo mais
comum na corrente sanguinea (ENOCH et al., 2017).

Em um estudo realizado em um hospital em Israel no periodo de 2007 a 2014,
os dados obtidos avaliaram C. albicans como o principal agente causador de
candidemia (52 pacientes, 41,1%), seguido por C. glabrata (28 pacientes, 23,7%), C.
parapsilosis (18 pacientes, 15,2%) e C.tropicalis (16 pacientes, 13,6%); Outras
espécies de Candida foram incluidas como C. krusei na UTI, C. lusitaniae, C.
lipolytica e C. rugosa. Outros estudos revelam grandes propor¢des de isolados de C.
glabrata em pacientes nos blocos cirurgicos e nas unidades de tratamento intensivo,
enquanto que em um estudo de Israel, as maiores proporcoes de isolados foram de
C. parapsilosis e C. tropicalis. Verificou-se também ao longo dos anos uma
diminuicdo da porcentagem de C. albicans, de 53,8% para 35,3%, e o aumento na
percentagem de C. glabrata de 7,7% para 29,4%. Contudo outros isolados nao
foram demonstrados (ELIAKIM-RAZ et al., 2016). A distribuicdo de Candida spp.
provocando candidemia, varia em estudos realizados em todo o mundo; de fato
pode haver diferencas entre hospitais, entre unidades diferentes no mesmo hospital
e em dreas locais. Essa variante ocorre como resultado dos distintos fatores
predisponentes dos pacientes, a uso de antifungicos nesses hospitais e outros
fatores (ENOCH et al., 2017). Falagas e colegas fizeram uma revisao sistematica
envolvendo estudos de candidemia entre 1996 e 2009, em quase todos os estudos a



48

C. albicans manifestou com a espécie predominante. A maior propor¢cao de C.
albicans foi encontrada na Europa Central / do Norte e no EUA. As NAC (Candida
ndo albicans) eram mais comuns na Asia e Sul, América do Sul e Europa. A
espécie C. glabrata mais prevalentemente isolada nos EUA e no Norte /A Europa
Central; C. parapsilosis na Europa do Sul, América do Sul, e varias partes da Asia; e
C. tropicalis na Asia e América do Sul (ENOCH et al., 2017).

Existem varios problemas com o estudo da incidéncia de candidemia. Entre
elas esta a sensibilidade da maioria dos sistemas de hemocultura, que corresponde
a 50% dependendo do sistema de hemocultura, do volume de sangue para realizar a
cultura e se o paciente estd recebendo tratamento com antifungicos adequado
(ENOCH et al., 2017). Por falta de dados n&o se recomenda testes de amplificagao
(exemplo PCR). Outra limitacdo em alguns estudos é o uso de diferentes
denominadores baseados na populacédo, por exemplo, casos por 100.000 pessoas,
ao passo que outros sao hospitalizados, por exemplo, casos por 1.000 internacdes
ou casos por 10.000 pacientes / dia (ENOCH et al., 2017). Por outro lado Truque
(2002) e colegas descreveram o acréscimo de candidemia devido exclusivamente a
um aumento de NAC. As NAC preocupam, pois algumas espécies sao
extremamente virulentas, e estdo associados a possiveis falhas no tratamento
devido a susceptibilidade restrista a alguns agentes antifungicos. Com resultados
similares em outros estudos a C. albicans foi responsavel por 79% das candidemias
em pacientes em UTI, mas apenas 37% em pacientes hematolégicos (ENOCH et al.,
2017).

A incidéncia de candidemia aumentou nas ultimas duas a trés décadas. Isto
se deve a um aumento no uso de terapia mais agressiva (por exemplo,
quimioterapia, transplante e terapia intensiva). Contudo, alguns estudos recentes
sugerem reversao no aumento da incidéncia em algumas areas e Cleveland (2015)
e colegas expuseram que os declinios se devem a provaveis melhorias na prestagao
de cuidados de saude; outra explicagao possivel para a incidéncia decrescente de
candidemia em alguns estudos € a prevengdao com o0 uso de biomarcadores como
ferramentas de previsao (colonizacao indice de Candida, etc.) (ENOCH et al., 2017).

A candidemia eleva as taxas de mortalidade na faixa de 20 a 49%; a
mortalidade impultavel foi calculada em acerca de 15% em varios estudos (ENOCH
et al., 2017). Existem divergéncias na literatura quando se trata de espécies.
Contudo, Arendrup (2011) e colegas sugeriram que C. krusei tivesse o0 maior
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mortalidade (36%), em paralelo com 25% para C. parapsilosis e 14% para outras
espécies de Candida. Barchiesi (2015) observou que C. krusei tinha a maior
mortalidade, mas que C. parapsilosis tinha a reduzida mortalidade. Outros estudos
sugerem que C. albicans esta associado com maior mortalidade, ao mesmo tempo
em que, Gamelatsou et al., (2014) acreditam que C. glabrata teve a maior
mortalidade e C. parapsilosis teve a menor mortalidade. Esses achados conflitantes
podem ser devidos a populagdes diferentes ou diferencas no desenho do estudo
(ENOCH et al., 2017).

2.5.3 DADOS EPIDEMIOLOGICOS EM MINAS GERAIS

Em um estudo realizado em Uberlandia, Minas Gerais, verificou-se a
colonizagao de pelo menos duas espécies causadoras de candidiase orofaringe em
22,5% dos pacientes, com a maior predominancia da associagao entre C. albicans e
C. parapsilosis. (MENEZES et al., 2015; ERKOSE e ERTURAN, 2007; JUNQUEIRA
etal., 2012; Ll et al., 2013; LUQUE et al., 2009).

Em outro estudo, também realizado em Uberlandia, MG, Brasil, foram
analisados 111 isolados de Candida spp. em 60,5% (89) dos pacientes com
candidiase orofaringe, nas quais a espécie C. albicans predomina entre os achados,
com indice de (67,6%), confirmando os dados em S&o Paulo, Argentina e Nigéria,
com achados frequentes de C. albicans de 51,5%, 58,9% e 45%, respectivamente
(Tabela 5) (MENEZES et al., 2015; JUNQUEIRA et al., 2012; LUQUE et al., 2009).
As espécies de Candida ndo albicans, somam um total de 32,4% isolados. Dentre os
89 pacientes com cultura positiva de espécie de Candida, 69 (77,5%) foram
colonizados por apenas uma espécie e 20 (22,5%) apresentaram uma combinagao
de duas ou mais espécies. Nos quais, encontram-se as mais comuns como a C.
parapsilosis, (seguido de C. tropicalis), seguindo a tendéncia observada em outros
estudos equivalentes (MENEZES et al., 2015; ERKOSE e ERTURAN, 2007).



Distribuicdo e frequéncia de associacado de espécies de Candida, isoladas da
cavidade oral de pacientes com HIV

Espécies Frequéncia Porcentagem Associacao Frequéncia Porcentagem
dos isolados de diferentes | dos isolados
(%) espécies (%)
C. albicans 75 67,6 C. albicans+ 6 30
C. parapsilosis
C. parapsilosis 10 9,0 C. albicans+ 5 25
C. tropicalis
C. tropicalis 8 7,2 C. albicans+ 2 10
C. glabrata
C. glabrata 5 4.5 C. albicans+ 2 10
C. krusei
C. krusei 4 3,6 C. albicans+ 1 5
C. kefir
C. dubliniensis 3 2,7 C. 1 5
dubliniensis+
C. lusitaniae
C. kefir 2 1,8 C. albicans+ 1 5
C. dubliniensis
C. famata 1 0,9 C. albicans+ 1 5
C.
parapsilosis+
C. tropicalis
C.guilliermondii 1 0,9 C. albicans+ 1 5
C. glabrata+
C. tropicalis
C. lusitaniae 1 0,9
C. peliculosa 1 0,9
Total 111 100 20 100
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Tabela 5: Distribuicdo e frequéncia de associagcéo de espécies de Candida, isoladas da cavidade oral
de pacientes com HIV tratados na Clinica Ambulatorial de doencas infecciosas do Hospital Clinico da
Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, em 2012. Adaptado de (MENEZES et al.,

2015).
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2.5.3.1 Epidemiologia em Belo Horizonte

Em um estudo realizado na Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte em
Minas Gerais, Brasil, foram analisados 133 isolados de espécimes clinicos de 100
pacientes internados no ano de 1995 a 1996 (PINHO RESENDE, RESENDE e
SALIBA, 2002). Destas amostras analisadas, foram incluidas secrec¢des, feridas
cirurgicas, aspirados gastricos, secreg¢des brénquicas, lavagens broncoalveolares,
secregbes traqueais e secregbes de drenagem abdominal, amostras de sangue e
urina e amostras de cateter (venosas e percutaneas) Destes isolados analisados,
houve maior prevalénica de C. albicans, seguidas de C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. krusei e C. guilliermondii (Tabela 6) (PINHO RESENDE, RESENDE e
SALIBA, 2002).

Distribui¢do da frequéncia e porcentagem das espécies isoladas

Isolados (espécies) Numeros (%)
Candida albicans 68 (51)
Candida tropicalis 44 (33)
Candida parapsilosis 11 (8)
Candida glabrata 06 (5)
Candida krusei 03 (2)
Candida guilliermondii 01 (1)

Tabela 6: Distribuicdo da frequéncia e porcentagem das espécies isoladas (n= 133). Adaptado de
(PINHO RESENDE, RESENDE e SALIBA, 2002).

Em um hospital publico de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, um estudo
realizado em 2008, pesquisou sobre candidiase oral em pacientes com HIV, nos
quais observaram nestes pacientes que 80 a 90% sao acometidos pela doenca e
possuem contagem de CD4 inferior a 200 células por mm3(GABLER et al., 2008).

Observaram também que quanto mais baixa imunidade, maior a frequéncia das
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lesbes. Foram analisados 67 pacientes, sendo 44 homens e 23 mulheres com
diferentes lesbes causadas pela candidiase oral. Observou neste estudo, que
Candida albicans foi isolada em 16 de 23 pacientes com candidiase
pseudomembranosa, sendo C. glabrata presente em 5 pacientes e C. tropicalis em
trés pacientes. Candida parapsilosis foi encontrada associada com C. albicans em 3
episoédios de candidiase pseudomembranosa e C. guilliermondii foi isolado em uma
lesdo. Candida albicans também se encontrava presente em 9 dos 11 episodios de
doencas eritematosas candidiase. C. albicans também foi encontrada em um
paciente em quem foi isolado Candida tropicalis. Outras espécies de Candida
associados a candidiase eritematosa foram C. krusei, C. glabrata, e C. dubliniensis,
com cada espécie observada em uma lesdo. Além disso, Candida albicans foi
encontrada em todos os pacientes com quilate angular, sendo que em 2 deles houve
uma associagdo com C. tropicalis. Em 1 paciente com queilite angular, as espécies
de leveduras oportunistas C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis foram
isolados da mesma lesao (GABLER et al., 2008).

2.6 TRATAMENTO

O conjunto de farmacos para o tratamento da candidiase atualmente
corresponde a trés classes de drogas: os polienos, azdlicos e equinocandinas. Além
disso, um analogo pirimidina, a flucitosina tem como fungao auxiliar no tratamento de
candidiase do sistema nervoso central e endocardite por Candida (BEM-AMI, 2018).

As equinocandinas sao lipopeptideos ciclicos que inibem a sintase de parede
celular. As equinocandinas sao a caspofungina, micafungina e anidulafungina (BEM-
AMI, 2018).

A micafungina, por exemplo, tem excelente eficacia no tratamento contra
candidiase esofagica em pacientes com HIV contra C.albicans (BEM-AMI, 2018). A
micafungina também ¢é indicada para o inicio do tratamento da candidiase (PAPPAS
et al., 2016). Embora, algumas espécies de Candida sao intrinsecamente resistentes
a agentes antifungicos, como C. glabrata e C. krusei (SUDHAN et al., 2016). No
entanto, para isso é indicado a dose mais alta de fluconazol ou voriconazol ou o uso
da anfotericina B que € indicada em situagbes de resisténcia a outros antifungicos
(PAPPAS et al., 2016).
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Polienos se ligam ao ergosterol da membrana citoplasmatica fungica. Como
exemplo, temos a anfotericina B que € uma molécula lipofilica (BEM-AMI, 2018).

Os azdis inibem o crescimento dos fungos ligando-se e inibindo a lanosterol
14a desmetilase, enzima pertencente ao citocromo P450, afetando assim a sintese
da membrana plasmatica. Os azdis sao fluconazol, voriconazol, itraconazol, e
cetoconazol (BEM-AMI, 2018; GOULART et al., 2018).

Fluconazol é usado atualmente como primeira escolha para terapia empirica
para candidemia em pacientes ndo neutropénicos com doenca moderada leve, e no
sentido de reduzir a candidemia em pacientes clinicamente estaveis e susceptiveis
ao fluconazol (CHANG et al., 2017).

As infecgbes invasivas por Candida geralmente podem ser tratadas com
monoterapia com azdis, equinocandinas ou anfotericina B, contudo ha publicacbes
relatando o uso de combinacgao de terapia (CHANG et al., 2017)

Estudos recentes relataram taxas crescentes de resisténcia a equinocandina
e ao fluconazol em paises europeus, inclusive nos Estados Unidos. Além disso, C.
glabrata e C. krusei, tem resisténcia ao fluconazol, foi também documentada em
diferentes regides a resisténcia de C. tropicalis e C. parapsilosis (DOI et al., 2016).

Foi estudada de forma ampla a epidemiologia da candidemia na Europa e nos
Estados Unidos e ndo na América Latina, aléem de auséncia de dados sobre a
resisténcia a equinocandina na América Latina (DOI et al., 2016). Publicagbes
recentes de Bizerra et al.,, 2014 registraram o primeiro caso de resisténcia a
equinocandina no Brasil demonstrando assim, a importdncia da realizagdo de
atividades de vigilancia continua para identificar alteragdes nas taxas de incidéncia,
agentes etiolégicos, populagcdes suscetiveis, e resisténcia a antifungicos em nossa
regiao (DOl et al., 2016).

2.7 DIAGNOSTICO

A identificacdo de leveduras € de suma importancia para clinica, sendo
possivel a diferenciacao de espécies, bem como viruléncia e resisténcia a farmacos
(RICHTER et al., 2005; VECCHIONE et al., 2017). A identificagdo pode ser realizada
tanto por métodos convencionais, como testes bioquimicos, teste do tubo

germinativo, baseando também em cultura com uso, por exemplo, meio
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CHROMagar Candida®, e por testes moleculares (SULLIVAN E COLEMAN, 1998;
SENDID et al., 2007; ZHAO et al., 2016; VECCHIONE et al., 2017).

2.7.1 TUBO GERMINATIVO

A metodologia do tubo germinativo foi descrita por Tschadjian em 1960. Essa
prova é um dos passos iniciais para identificagdo de leveduras (ELISEI, 2009;
KONEMAN et al.,2001). Este € um método simples de triagem que distingue as
espécies de C. albicans ou C. dubliniensis (tubo germinativo positivo) de outras
espécies leveduras (tubo germinativo negativo). A visualizagdo do tubo germinativo
se da pela projecdo alongada, que emerge do blastoconideo, quando esta se
encontra em contato com soro humano ou de outros animais, em um periodo de 2 a
3 horas a temperatura de 37°C (SIDRIM & ROCHA, 2004; ELISEI, 2009).

2.7.2 CULTURA

Para o diagnéstico de candidiase é utilizada como padrao ouro a cultura de
fungos, exames histopatolégicos (bidpsias), imunofluorescéncia. Contudo, nos casos
de culturas de sangue sao identificados aproximadamente 50% de todos os
pacientes com candidiase invasiva, isso se deve a baixa sensibilidade, demonstrada
por estudos de autdépsias (MCCARTY e PAPPAS, 2016; CLANCY e NGUYEN,
2013). Essa baixa sensibilidade se deve a exposicdo a antifungico, a técnica
propriamente dita e volume sanguineo para hemocultura (MCCARTY e PAPPAS,
2016; CLANCY e NGUYEN, 2013).

Na cultura pode ser utilizado o meio CHROMagar Candida® que contém
cromogeno, cloranfenicol que inibe o crescimento bacteriano e substratos
enzimaticos que ao serem hidrolizados por enzimas especificas, identificando
presuntivamente leveduras pela presenga de pigmentagdo das colbnias em um
periodo de incubagdo 24 a 48 horas na temperatura de 37°C (SULLIVAN E
COLEMAN, 1998; ODDS e BERNAERTS, 1994; ARAUJO et al.,2005; BD -
CHROMagar Candida Medium - Becton Dickinson, 2019).


http://www.bd.com/resource.aspx?IDX=9113
http://www.bd.com/resource.aspx?IDX=9113
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2.7.3 OUTROS METODOS DIAGNOSTICOS

Outros métodos podem auxiliar no diagndstico como o dessorgao/ionizagao a
laser auxiliado por matriz em espectrofotometria de massa (MALDI-TOF MS), no
qual a andlise é por aplicagdo de espectrofotometria de massa (PASTERNAK,
2012). Faz-se o emprego também da analise por hibridac&o in situ fluorescente do
acido nucleico peptidico - PNA FISH, uma técnica que consiste de procedimentos de
coloragdes tradicionais com associacdo do uso exclusivo de sondas de peptideo de
acido nucléico. Sondas de peptideo de acido nucléico - PNAs sdao um hibrido
estrutural entre um acido nucleico e uma proteina, com bases nitrogenadas
funcionais ligadas através de uma acetamida terciaria e uma espinha dorsal de uma
proteina (TADIMETY et al., 2019). Além das técnicas de ensaio T2 Candida — ensaio
que detecta DNA de Candida através da aglutinacdo de nanoparticulas e
subsequentes alteragcdes na ressonancia magnética nuclear do sangue total (GILL et
al., 2019). A técnica de B-D-glucan (BDG), que consiste em um ensaio imunoensaio
enzimatico cromogénico e quantitativo para deteccdo BDG presente na parede
celular das espécies de Candida (THEEL e DOERN, 2013; STENDER, 2012). Outro
método de grande importancia é técnica de PCR (Reacdo em cadeira da
polimerase) e apresenta especificidade superior a 90% (EPELBAUM e CHASAN,
2017). Neste método molecular podem ser caracterizados por polimorfismos ITS1 e
ITS2 e andlises desses locus, além do dominio variavel D1/D2 (SELVARANGAN et
al., 2003; CHEN et al., 2000; CHEN et al., 2001).

Diversos métodos alternativos laboratoriais (ndo baseados em cultura e
minimamente invasivos com um tempo minimo de resposta) foram desenvolvidos e
avaliados para diagnosticos rapidos de candidiase invasiva nas ultimas décadas.
Estes métodos abrangem os padrdes ouro, testes de laboratério nao cultivado com
base na mensuragdo de patdégenos e biomarcadores provenientes do hospedeiro,
ferramentas de previsdo clinica e tecnologias de ponta. Ferramentas essas, que
incluem (PCR), reacao em cadeia da polimerase; (PCT), procalcitonina; (CAGTA),
Anticorpo para tubo germinativo de Candida albicans; (IL17), Interleucina 17; (SAA),
Soro amildide A; além de (PNA-FISH), hibridizagdo in situ fluorescente de &acido
nucleico peptidico e MALDI-TOF (Figura 01) (PITARCH, NOMBELA e GIL,2018).

Estes métodos sdo baseados na mensuracédo e avaliagao de biomarcadores
oriundos do patégeno (proteinas e carboidratos, acidos nucleicos de Candida,) ou de
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hospedeiro (proteinas humanas) em amostras clinicas (como sangue, plasma, urina
ou soro, entre outras amostras biolégicas) de pacientes em risco de (IC) candidiase
invasiva (PITARCH, NOMBELA e GIL, 2018).

Na deteccao histopatologica de Candida spp. na biopsia (avaliagao de tecido),
amostras de locais normalmente estéreis permitem a confirmagdo de doenca
invasiva, como inflamagéo e invasdo. Entretanto, esse método convencional pode se
tornar arriscado em pacientes instaveis ou mesmo contra indicado em pacientes
com trombocitopenia grave como coagulopatias ou gravemente enfermos. Ademais
tem reduzida sensibilidade em cultura fangica, isso provavel a distribuicdo do
patégeno no tecido infectado. Além disso, sua utilidade pode ser limitada em
pacientes que receberam terapia profilatica ou preventiva antes da amostragem de
biépsia de tecidos (PITARCH, NOMBELA e GIL,2018).

Metodologias para identificagao de CI

Biomarcadores
Candida bumanos
biomarcadores (GAGTA, anti- Link
(FCR, manano, B-D- manana. PTC, Fredigio s
giucano, D-ambinitol EAA_, IL_l_ 7..) E““‘!‘ -
s} & d‘h‘! ? ”"ﬁ"i
Padrdesdeoura | /' Métodos Tﬁﬂpﬂ:ﬁm de
(coltwradefongose | I | diagnosticos | (T2Candida PNA-
e Ve < FISH, MALDI-
s T o TOF MS...)
‘-.h g My k.-_

Figura 01: Métodos atualmente disponiveis para diagnostico de Cl (candidiase invasiva)
(PITARCH, NOMBELA e GIL, 2018).

2.7.4 DIFICULDADES NA IDENTIFICACAO POR METODOS CONVENCIONAIS

O tempo é fator determinante no que diz respeito a identificacdo de
patdgenos, pois influencia nas taxas de mortalidade e nos custos com individuos
hospitalizados. (LIMA-NETO et al., 2014; MARKLEIN et al., 2009; PUTIGNANI et al.,
2011; LIMA-NETO et al.,, 2014). Acrescenta-se também o fato de laboratérios
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clinicos ndo disporem de instalagbes e equipamentos para realizarem biologia
molecular, fazendo uso apenas de caracterizagdo morfolégica e soroldgica
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011).

Dentre os métodos convencionais, temos o exemplo classico a cultura. A
cultura pode demorar conforme o patégeno ou apresentar resultados positivos em
um periodo de quatro a seis horas ou demorar semanas, no entanto os testes
fenotipicos liberam resultado em 24 ou 48 horas. Segundo (KUMAR et al.,2006), a
cada hora de demora no tratamento adequado de uma septicemia, a mortalidade
aumenta de 10 a 20% (PASTERNAK, 2012). Visto também que a identificagédo
precoce da etiologia de uma sepse diminui o custo e o tempo de internagao
(PASTERNAK, 2012; BEEKMANN et al., 2003).

O isolamento e identificacdo de espécies de Candida em laboratério
micolégico com métodos convencionais séo lentos e trabalhosos, pois requer de 3 a
6 dias para ter o diagndstico. Os métodos convencionais sao tecnicamente mais
laboriosos, principalmente na andlise e ndao fornecem dados como o nivel genotipico
de identificacdo. Entretanto, o uso de métodos automatizados, avancados e
moleculares auxiliariam os pesquisadores para desenvolver novas intervencgdes
terapéuticas e auxiliar no melhor atendimento ao paciente (SUDHAN et al., 2016).

Como consequéncia teria resultado mais rapido e correto identificacédo de
espécies de Candida ajudando no combate a infeccdo e redugdo das taxas de
mortalidade (SUDHAN et al., 2016).

3 JUSTIVICATIVA

A crescente incidéncia de infecgdes oportunistas por leveduras se deve ao
aumento de fatores como, a maior agressividade no tratamento de neoplasias,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), transplante de o6rgaos, lupus
eritematoso sistémico (LES), entre outras doengas. No que se refere as infecgdes
fungicas generalizadas, tém destaque as leveduroses. Em Unidades de Terapia
Intensiva, muitas vezes o curso € de sepse grave em pacientes internados,
ocorrendo muitas vezes a morte. A emergente resisténcia de espécies a multi-
drogas, como € o caso da C. auris, prejudica a decisdo terapéutica. Agregado as
estes fatores a auséncia de técnicas de identificacdo mais sofisticadas, como de
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biologia molecular, em sua maioria dentro dos laboratérios de Analises Clinicas,
aumentam os impactos econdmicos das infecgdes por leveduras, por dificultarem
ainda mais o sucesso no tratamento destas infecgcbes. Portanto, para se obter um
tratamento com eficacia, torna essencial ter um conhecimento de qual é a espécie
gue ocasionou a infeccédo para desta forma poder se escolher o melhor tratamento.
Diante deste quadro, o presente estudo propde identificar as principais leveduras
que estdo causando infecgdes nos Hospitais Eduardo de Menezes e Julia
Kubitschek (Belo Horizonte, MG).

4 OBJETIVO GERAL

Identificar as leveduras causadoras de micoses oportunistas em dois hospitais

de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Re-isolar as leveduras recebidas pelos hospitais;

2- Fazer a identificacdo presuntiva das leveduras isoladas utilizando o meio

de cultura CHROMagar Candida®

3- Agrupar as leveduras isoladas conforme as caracteristicas
macroscopicas;

4- Identificar por metodologias de biologia molecular as leveduras
causadoras de micoses oportunistas provenientes de amostras clinicas de
pacientes internados no Hospital Eduardo de Menezes e no Hospital Julia
Kubitschek, Belo Horizonte, MG, Brasil;

5- Identificar os principais fatores de risco para cada espécie de levedura

encontrada utilizando a analise dos prontuarios médicos;

6- Confrontar os resultados de identificacdo por métodos convencionais
realizados pelos laboratérios microbioldgicos dos hospitais envolvidos com
os resultados obtidos por biologia molecular a ser realizado pelo presente

estudo;
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5 METODOLOGIA

Os isolados das leveduras foram obtidos a partir das amostras clinicas de
pacientes internados nos Hospitais Eduardo de Menezes e Julia Kubitschek, Belo
Horizonte, Minas Gerais que apresentaram infec¢cdes caracteristicas de micoses
oportunistas causadas por leveduras nos anos de 2018-2019. Estas amostras foram
concedidas pelo setor de Microbiologia dos laboratérios de Analises Clinicas dos

hospitais citados.

5.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto possui implicagbes éticas envolvendo seres humanos, pois
envolve armazenamento temporario e uso de material biolégico humano, além de
anadlise de fichas laboratoriais e/ou clinicas. Nesta proposta, os hospitais e
laboratdrios colaboradores cederam aos pesquisadores, uma cultura de levedura
proveniente de amostra clinica (sangue, secregdes, escarro, entre outros), sendo
esta coletada no procedimento de rotina do atendimento dos pacientes com suspeita
de infecgdo fungica e este material sera apenas usado, pelos pesquisadores, para
estudo dos agentes etiolégicos (leveduras).

Diante do carater urgente das infecgdes fungicas, € de extrema importancia a
analise de um grande numero de amostras clinicas, aumentando as chances de se
ter um panorama das leveduras emergentes, bem como de se estabelecer
alteragdes nos procedimentos de identificacdo e de tratamento. Os pesquisadores
entendem a importancia do consentimento individualizado dos pacientes, por isso
solicitam a assinatura do Termo de Consentimento e Livre Esclarecido de forma que
seja possivel obter as amostras clinicas necessarias para o desenvolvimento desta
pesquisa e preservar os pacientes.

A pesquisadora responsavel pela pesquisa, bem como toda a equipe de
pesquisadores se comprometem a resguardar a confidencialidade, sigilo,
privacidade, protecao de imagem e a nao estigmatizagcado dos pacientes garantindo a
nao utilizagdo das informagcdes em prejuizo das pessoas inclusive em termos de
autoestima de prestigio econémico ou financeiro. Nenhum paciente sera identificado

em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Todo o projeto sera
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desenvolvido segundo as normas e leis que regem o uso de material animal e
humano, segundo critérios da resolugdo N° 466 (12 DE DEZEMBRO DE 2012) do

Conselho Nacional de Saude e suas normas e resolu¢cdes complementares.

5.2 ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS E MACROMORFOLOGIA

Inicialmente essas amostras biolégicas foram analisadas nos laboratérios de
Analises Clinicas dos hospitais coparticipantes Eduardo de Menezes e Julia
Kubitschek, que utilizaram a metodologia de semeadura no CHROMagar Candida®,
sendo entado liberados resultados conforme apresentacdo da coloragdo presuntiva
das colbénias. Apos esta avaliacao, estas amostras foram repicadas para outro tubo e
encaminhadas para o laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de
Fungos no ICB — UFMG.

No laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos as
amostras foram repicadas imediatamente em uma placa de Petri, contendo o meio
CHROMagar Candida® (Difco). As amostras inoculadas foram entdo incubadas em
estufas microbiolégicas a 37 C por até 5 dias. Apds incubacgao estas placas foram
analisadas quanto a pureza das amostras e caso demonstrassem conter mais de um
isolado de leveduras estas eram re-isoladas em CHROMagar Candida® .As
colénias foram analisadas quanto aos seus aspectos macromorfolégicos como
coloragéao, bordas, tamanho, entre outros (ODDS e BERNAERTS, 1994).

As col6nias foram separadas em grupos conforme a sua coloragcdo em
CHROMagar Candida®. Segundo o fabricante as colénias de cor verde, sao
presuntivas para C. albicans; azul, provavel C. tropicalis; roxas, aspecto seco e
rugoso de bordas mais claras, provavel C. krusei. Também foram agrupadas as que
apresentaram outras cores, COmo a cor creme.

Na (Tabela 7) demonstramos a coloracdo presuntiva do CHROMagar
Candida® indicado pelo fabricante, juntamente com a identificagdo presuntiva e
com a macromorfologia das as coldnias.

As colbnias re-isoladas no laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e

Biotecnologia e Fungos receberam um novo codigo de identificagdo e foram
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semeadas em agar Sabouraud dextrosado com 5% de cloranfenicol - Sigma-USA,
para aumentar a biomassa, estes isolados foram criopreservados conforme descrito
a sequir.

Para a criopreservacao das leveduras, cada colbnia foi inoculada em tubo de
ensaio contendo 3 mL de caldo de enriquecimento GYMP e incubados por 24-72
horas a 37°C. Transcorrido esse periodo, 850 ul de cada amostra foi transferia para
tubos criogénicos estéreis onde foram adicionados 150 pl de glicerol estéril. Os
criotubos foram estocados em freezer a -20°C por trés horas e posteriormente
transferidos para ultrafreezer a -80°C, onde se encontram as cole¢gdes do

laboratoério.

Cores presuntivas utilizando o meio CHROMagar Candida®

CHROMagar CHROMagar Aspectos das Colbnia com coloragao
Candida® Candida® colbnias presuntiva
(identificacao
(cor
_ presuntiva)
presuntiva)
Verdes Candida albicans | Cor verde e bordas
mais claras.
(48horas, por 37°C)
Azuis Candida tropicalis | Cor azul e bordas
mais claras.
(48horas, por 37°C)
Roxas Candida krusei | Roxas, colbnias

grandes, asperas,
bordas amplas e

palidas

(48horas, por 37°C)

“Tabela 7: Demonstrativo das cores presuntivas utilizando o meio CHROMagar Candida®. (ODDS e
BERNAERTS, 1994; BD CHROMagar Orientation Medium, 2019).
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5.3 IDENTIFICAGAO MOLECULAR

5.3.1 EXTRACAO DO DNA TOTAL

A extracdo do DNA total foi realizada conforme o trabalho descrito por Ferrer
e colaboradores (2001), utilizando a extragdo de DNA com Cloroférmio: Alcool
Isoamilico.

Os isolados foram ressuspendidos em 100 ul de tampao de lise Tris — Hcl
0,05M, EDTA 0,005M, Nacl 0 e SDS1% ; homogeneizados incubados a 65°C por 30
minutos, adicionou-se 200 pl cloroféormio: alcool isoamilico (24:1), em seguida
homegeneizados, por inversdo (20x), centrifugados a 14000rpm por 15 minutos,
retirou-se o sobrenadante (aproximadamente 100 pl) e transferido para um novo
eppendorf. Foram adicionados ao sobrenadante isopropanol v/v (aproximadamente
100 pl), os isolados foram homogeneizados por inversdo (20x) e colocados a
temperatura ambiente por 15 minutos. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas 1400 rpm por 10 minutos em seguida descartados os sobrenadantes.
Adicionou-se 200mcL de etanol 70% gelado; homogeneizado por inversao (20x).
Centrifugou-se a 1400 rpm por 10 minutos. Repetiu a adigdo do etanol 70% gelado
e a centrifugacao por 10 minutos a 1400rpm. Foi retirado o etanol e os isolados
ficaram overnight - durante periodo noturno, para secagem em temperatura
ambiente. No dia seguinte o pellet de DNA foi ressuspendido com 50 pl de tampéo
TE pH 8 pra hidratagao no periodo de 30 minutos (FERRER et al., 2001).

ApOs este processo os isolados foram dosados no aparelho NanoDrop ND
1000 - Thermo fisher, para verificacdo da integridade e pureza do DNA dos
isolados, variando a concentracdo adequada de DNA entre 50 e 200 ng / pl para
ter um bom rendimento dos produtos de PCR (AL-TEKREETI et al., 2018)

Foram realizadas a identificagcdo presuntiva utilizando o meio CHROMagar
Candida®.

5.3.2 OLIGONUCLEOTIDEO (GTG)5
Foram usadas amostras ATCC para comparagao como C. albicans (ATCC

18804), C. glabrata (ATCC 2001), C. tropicalis (ATCC 750), C parapsilosis (ATCC
22019) e C. krusei (ATCC 20298).



63

Para a realizagdo do método de oligonucledtido (GTG)5 nos quais segundo
VERSALOVIC et al., 1994 designam sequéncias repetidas intercaladas concedendo
a amplificagdo de fragmentos de DNA de tamanhos distintos (WIID et al., 1994). Os
isolados foram inicialmente agrupados conforme cores presuntivas apresentadas no
padrao do meio CHROMagar Candida® como descrito anteriormente. Para reagdes
de PCR foram utilizados oligonucleétido sintético (GTG)5, nos quais foram utilizadas
os isolados agrupados conforme a coloragdo a partir do resultado presuntivo do
CHROMagar Candida®, observando orientacdes conforme fabricante. Para o
procedimento de PCR foram utilizados 1,0yl de DNA para cada analise. Usou-se
também 16,8ul de agua bidestilada, 2,5ul de tampao(10x), 1,5ul de MgCl, 1,0ul de
dNTP, 2,0ul de (GTG)5, 0,2ul de Tagman, Apds este procedimento esses isolados
foram incubados no termociclador, onde, os ciclos consistem inicialmente em uma
desnaturagao a 94°C, por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturagédo a 93°C
por 45 segundos, anelamento a 50°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por um
minuto, a extensao final a 72°C por 6 minutos. (KURTZMAN e ROBNETT, 1998). Os
produtos do PCR foram revelados através do gel de agarose a 1,5%, observando
acima de 80% de semelhanga das bandas dos isolados com relagdo ao controle
padrao de Candida albicans. Os isolados, cuja bandas foram semelhantes, também
foram consideradas como pertencentes a mesma espécie (SILVA-FILHO et al.,
2005; SILVA-BEDOYA, RAMIREZ-CASTRILLON e OSORIO-CADAVID, 2014). Para
revelacéo e obtencgéo deste resultado foi utilizado gel de agarose a 1,5% preparado
com 1,59 de agarose em 100mL de TBE 0,5X novo e revelado com gel Red
(KURTZMAN e ROBNETT, 1998).

Os isolados ndo agrupados na metodologia de oligonucleotideo (GTG)5,
foram purificados o seu produto de PCR anteriormente ao processo de
sequenciamento. Utilizou-se 47l de produto de PCR (amplicon), 11,75ul de EDTA
125mM, 141pul de etanol absoluto. Apds adicdo dos componentes, estes foram
homogeneizados por inversdo (20x), deixados em temperatura ambiente por 15
minutos para precipitacdo do DNA; Centrifugou-se a 14000rpm por 25 minutos a
temperatura ambiente, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante; adicionou-se
120ul de etanol 70% gelado para lavar o sedimento. Homogeneizou-se por inversao
(20x); centrifugou-se a 14000rpm por 10m minutos a temperatura ambiente;
descartou-se o sobrenadante; em seguida deixou-se o etanol em processo de
evaporagao em overnight — periodo noturno. No dia seguinte foram esses produtos
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de PCR ressuspendidos com 10pulL de agua ultrapura e hidratadas por 30 minutos a
37°C (KURTZMAN e ROBNETT, 1998). Apds este processo, esses produtos de
PCR foram novamente dosados no NanoDrop ND 1000 - Thermofisher para
verificacdo de sua pureza e integridade, e posteriormente encaminhados para

sequenciamento.

5.3.3 SEQUENCIAMENTO DA REGIAO D1/D2 DA SUBUNIDADE MAIOR DO DNA

Para a reagdo de PCR dos isolados néo agrupados no (GTG)5 com as
amostras  referéncia  foram utilizados os iniciadores NL-1  (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3’) conforme descrito por VAZ et al., 2009. Utilizou-se também o primer ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) conforme descrito por VAZ et al., 2009. Tanto na
realizacdo do PCR NL1/NL4, como no PCR ITS1/NL4 foram adicionadas a cada
1,0mcL dos isolados, 35,8mcL de agua ultrapura, 5,0mcL de tampao (TP), 2,0ul de
MgClI, 2,0ul de dNTP, 1,0ul de NL1 e 1,0ul de NL4, 0,2ul de tagman, 1,0ul de
Betaina, 1,0ul de DMSO. Apds este procedimento foram incubados no
termociclador por um periodo de trés horas.

O produto de PCR obtido foi dosado em aparelho NanoDrop ND 1000 -
Thermo fisher. As reagbes de sequenciamento foram realizadas usando o kit
DYEnamic™ (Amersham Biosciences, USA) em combinagdo com o sistema de
sequenciamento automatizado MegaBACE™ 1000. Para os isolados que ndo se
agruparam no (GTG)5, foram utilizados o método de PCR NL1/NL4 e PCR
ITS1/NL4. O sequenciamento realizou-se no Laboratério da FIOCRUZ.
Posteriormente as sequéncias de DNA obtidas foram analisadas utilizando o
programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool - versao 2.215 do BLAST 2.0)

disponivel no portal NCBI desenvolvido pelo National Center For Biothecnology.

5.4 USO DE FONTES SECUNDARIAS DE DADOS

Realizou-se um levantamento das infecgdes por leveduras com base em
analises de fichas laboratoriais de participantes com suspeita de infeccao por
leveduras. A consulta as fichas foi feita com supervisao da equipe dos Laboratorios
colaboradores. De cada participante foram analisadas apenas as fichas de exames
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relativos ao diagndstico de infecgdes por leveduras. Também foram confrontados os
dados anotados anteriormente citados, desde que disponiveis. Além de dados de
uso de medicamentos e de doencas de base como diabetes, SIDA e fibrose cistica.

Os dados das fichas laboratoriais dos participantes usados para a tabulacao
criou-se novas fichas, contendo informacdes dos participantes e ndo mais o nhome
do participante, de forma a preservar a identidade dos participantes. Todos os
participantes foram identificados por um sistema de cddigo, formado por numeros e
letras indicando o numero do participante e origem do material, como exemplificado:
HEM- 01 (HE= Hospital Eduardo de Menezes; 01= participante 01).

5.5 RISCOS

As amostras das culturas das leveduras utilizadas neste estudo foram obtidas
de pacientes que tiverem solicitacdo de diagndstico laboratorial para infecgdes
fungicas por leveduras. Estas amostras coletadas para o exame solicitado séo
apenas a cultura positiva para levedura foi encaminhada aos pesquisadores desta
proposta para outras andlises. As amostras clinicas (sangue, secre¢des) foram
coletadas segundo os procedimentos de rotina dos laboratérios coparticipantes, que
contam com pessoal técnico especializado e estrutura propria para tais
procedimentos. A pesquisadora responsavel pela pesquisa, bem como toda a equipe
de pesquisadores se comprometeram a resguardar a confidencialidade, sigilo,
privacidade, protecao de imagem e a nao estigmatizagcao dos pacientes garantindo a
nao utilizagdo das informagdes em prejuizo das pessoas inclusive em termos de
autoestima de prestigio econdmico ou financeiro. Nenhum paciente foi ou sera
identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo. Todo o projeto
sera desenvolvido segundo as normas e leis que regem o uso de material humano

em pesquisa.

5.6 BENEFICIOS

Como beneficio as instituigdes obtiveram dados epidemiolégicos das
principais leveduras causadoras de micoses sistémicas nos hospitais, sem gastos

por parte da institui¢des.
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5.7 METODOLOGIA DE ANALISE DOS DADOS

Os prontuarios e fichas laboratoriais foram revisados com o auxilio de uma
tabela padronizada para a coleta de informag¢des sobre epidemiologia, clinica e
abordagem diagnédstica e terapéutica relacionados com o achado microbiolégico.
Onde foram anotados dados, desde que disponiveis, idade, sexo, cidade de origem,
profissdo, amostra bioldgica, carga viral, evolugao para ébito, data do ébito, doenga
de base tratamento, e informacgdes adicionais: doengas de base como diabetes,
SIDA e fibrose cistica e fatores predisponentes. Doencas de base foram definidas
como moléstias e condicdes que motivaram a internacdo dos pacientes, e como
fator predisponente qualquer procedimento diagnéstico ou terapéutico e
complicagdes surgidas durante a hospitalizagdo. Os pacientes foram divididos em
diversos grupos conforme a doencga de base, sexo, local de internagéo, material de
onde foi isolada a levedura (sangue, urina, cateter, escarro, liquor).

Os resultados de identificagao das leveduras realizados por biologia molecular
(foram realizados no presente projeto) foram confrontados com os resultados de
identificacdo das leveduras pelos laboratérios do setor de microbiologia dos
laboratdrios de Analises Clinicas dos hospitais. Para isto foram tabulados os dados
de identificagao das fichas laboratoriais dos hospitais envolvidos.

Para a analise dos dados obtidos foram feitos testes estatisticos especificos,
como por exemplo, o Quiquadrado, com o objetivo de comparar as frequéncias com
que foram isoladas as diferentes espécies de leveduras em relagdo ao estado

imunoldgico dos pacientes e as outras variantes clinicas.

5.7.1 DESFECHO PRIMARIO

O desfecho primario foi obter as amostras e ter a identificagdo de todos os
isolados junto com o histérico de cada paciente. Estas amostras foram identificadas

logo que foram cedidas pelo laboratoério para termos os dados de identificagao.

5.7.2 DESFECHO SECUNDARIO

No desfecho secundario analisamos todos os dados dos pacientes e

relacionar com as leveduras identificadas. As analises estatisticas nos auxiliaram
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neste momento de forma a obtermos dados epidemioldgicos das leveduras que
acometem determinados grupos de pacientes. Além da capacitagdo e treinamento
de recursos humanos, no que ser refere a mestres, doutores e/ou pos-doutores.
Divulgagado de resultados em congressos nacionais e/ou internacionais, bem como

da publicagéo de artigos cientificos.

6 RESULTADOS

As amostras de leveduras, estudadas no presente trabalho, foram isoladas
nos laboratérios de microbiologia dos hospitais participantes desta pesquisa a partir
de amostras clinicas. Para realizagdo das analises foram coletadas nos hospitais
colaboradores as seguintes amostras biolégicas em sua maioria, escarro (39,03%),
seguido de aspirado traqueal (23,72%), urina (22,03%), sangue (5,08%) e os demais
lavados brénquio alveolar, minibal, swab retal, ponta de cateter, fezes, escarro, swab
oral aspirado de medula 6ssea, dentre outros (1,69%).

No presente estudo foram obtidas, dos hospitais colaboradores Eduardo de
Menezes e Julia Kubitschek, um total de 129 amostras de leveduras. Apds o re-
isolamento no laboratério de Taxonomia Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos,
ICB, UFMG obteve-se um total de 155 isolados diferentes de leveduras. Das
amostras enviadas ao laboratorio de Taxonomia Biodiversidade e Biotecnologia de

Fungos, algumas amostras apresentaram colénias mistas (Tabela 8).

Colbnias mistas em CHROMagar Candida®

UFMGCB 40 LFG 38532/1 HEM

UFMGCB 80 LFG 827/4 HEM

UFMGCB 40 LFG 38532/3 HEM

UFMGCB 90 LFG 14355/1 HEM

UFMGCB 43 LFG 37608/1 HEM

UFMGCB 90 LFG 14355/2 HEM

UFMGCB 43 LFG 37608/3 HEM

UFMGCB 95 LFG 14303/1 HEM

UFMGCB 46 LFG 39608/1 HEM

UFMGCB 95 LFG 14303/2 HEM

UFMGCB 46 LFG 39608/2 HEM

UFMGCB 96 LFG 14059/1 HEM
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UFMGCB 51 LFG 45549/1 HEM

UFMGCB 96 LFG 14059/2 HEM

UFMGCB 51 LFG 45549/3 HEM

UFMGCB 102 LFG 19902/1 HEM

UFMGCB 51 LFG 45549/4 HEM

UFMGCB 102 LFG 19902/2 HEM

UFMGCB 69 LFG 57203/1 HEM

UFMGCB 106 LFG 25820/1 HEM

UFMGCB 69 LFG 57203/2 HEM

UFMGCB 106 LFG 25820/2 HEM

UFMGCB 80 LFG 827/1 HEM

UFMGCB 107 LFG 26062/1 HEM

UFMGCB 80 LFG 827/3 HEM

UFMGCB 107 LFG 26062/2 HEM

UFMGCB 1 LFG 11112/2 HJK

UFMGCB 8 LFG 10096/4 HJK

UFMGCB 1 LFG 11112/3 HJK

UFMGCB 8 LFG 10096/8 HJK

UFMGCB 3 LFG 10221/1 HJK

UFMGCB 8 LFG 10096/9 HJK

UFMGCB 3 LFG 10221/3 HJK

UFMGCB 8 LFG 10096/10 HJK

UFMGCB 4 LFG 10599/2 HJK

UFMGCB 8 LFG 10096/11 HJK

UFMGCB 4 LFG 10599/3 HJK

UFMGCB 10 LFG 10114/1 HJK

UFMGCB 7 LFG 10518/1 HJK

UFMGCB 10 LFG 10114/3 HJK

UFMGCB 7 LFG 10518/3 HJK

UFMGCB 11 LFG 15171/1 HIJK

UFMGCB 8 LFG 10096/2 HJK

UFMGCB 11 LFG 15171/2 HIK

Tabela 8: Isolados cujas amostras apresentagao coldnias mistas no meio CHROMagar Candida®

Os isolados de leveduras foram inicialmente agrupados conforme a

coloracado de suas colbnias apos repiqgue em meio CHROMagar Candida®. Desta

forma obtemos os seguintes grupos: grupo verde (Tabela 9); grupo rosa, (Tabela

10); grupo azul (Tabela 11) e grupo de colénias com coloragéo creme (Tabela 12).

Além das coloragbes, também foram observadas as caracteristicas macroscépicas

de cada coldnia, como pode ser observado nas tabelas abaixo.
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AMOSTRAS EM PLACAS COM MEIO CHROMagar Candida® COM COLONIAS
COR VERDE — HEM e HJK

Cddigo Morfotipo das Colbnias Identificagao
colénias presuntiva

UFMGCB Cor verde com tom C. albicans
acizentado, coOncava,

01 LFG 24166 colbénias opacas,

HEM lisas.

UFMGCB Cor verde com tom C. albicans
acizentado mais

02 LFG 24389 escuro, concava,

HEM colbénias opacas,
lisas.

UFMGCB Colbnias cor verde C. albicans
com tom acizentado,

03 LFG 26192 lisas, opacas.

HEM

UFMGCB Colbnias cor verde C. albicans
com tom acizentado,

08 LFG 28158 lisas, opacas.

HEM

UFMGCB Colbnias verdes, C. albicans
opacas, lisas.

09 30304

HEM

UFMGCB Colbnias cor verde C. albicans
com tom acizentado,

10 LFG 30286 lisas, opacas.

HEM

UFMGCB Colbnias verdes C. albicans

11 LFG 30701
HEM

acizentado, opacas,
lisas.
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14 LFG 30941
HEM

Colbnias verdes com
tons acizentado,
opacas, lisas,
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UFMGCB

18 LFG 31558
HEM

Colbnias verdes com
tons acizentado,
opacas, lisas, borda
regular.

. albicans

UFMGCB

19 LFG 32092
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes mais
escuros, opacas,
lisas.

. albicans

UFMGCB

21 LFG 32846
HEM

Colbnias verdes e
com bordas tons de
cinza, opacas, lisas.

. albicans

UFMGCB

22 LFG 32899
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes e com
bordas tons de cinza
mais escuros,
opacas, lisas.

. albicans

UFMGCB

24 LFG 34671
HEM

Colbnias verdes,
opacas, lisas.

. albicans

UFMGCB

25 LFG 34887
HEM

Colbnias verdes,
opacas, lisas.

. albicans

UFMGCB

26 LFG 34689
HEM

Cor verde com tom
acizentado mais
escuro, colonias
opacas, lisas

. albicans

. albicans
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27 LFG 34989
HEM

Colbnias verdes,
opacas, lisas
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UFMGCB

28 LFG 35200
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

29 LFG 35168
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colbnias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

30 LFG 36544
HEM

Cor verde com tom
esverdeado nas
bordas, colbnias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

31 LFG 39429
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colonias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

32 LFG 40785
HEM

Cor verde com tom
acizentado mais
escuro , coldnias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

34 LFG 40830
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

38 LFG 36907-1
HEM

Cor verde com tom
mais esverdeado nas
bordas, colbnias
opacas, lisas

. albicans

. albicans
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39 LFG 372571
HEM

Cor verde com tom
mais esverdeado nas
bordas, colbnias
opacas, lisas
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UFMGCB

40 LFG 38532-1
HEM

Cor verde com tom
mais esverdeado nas
bordas, colbnias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

43 LFG 37608-1
HEM

Cor verde com tom
acizentado mais
escuro, colonias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

43 LFG 37608-3
HEM

Cor verde com tom
acizentado, col6nias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

45 LFG 39135-1
HEM

Cor verde com tom
esverdeado nas
bordas, colbnias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

46 LFG 39608-1
HEM

Cor verde com tom
acizentado mais
escuro, colonias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

46 LFG 39608-2
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

46 LFG 39608-3
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

. albicans

. albicans
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UFMGCB

47 LFG 49113-2
HEM

Colbnias verdes mais
escuras, lisa, opacas

. albicans

UFMGCB

48 LFG 44548-1
HEM

Colbnias verdes mais
escuras, lisa, opacas

. albicans

UFMGCB

49 LFG 45637-1
HEM

Colbnias verdes com
tons mais escuros,
lisa, opacas

UFMGCB

57 LFG 51064-1
HEM

Colbnias verdes, lisa,
opacas

. albicans

UFMGCB

58 LFG 42609-1
HEM

Colbnias verdes mais
escuras, lisa, opacas

. albicans

UFMGCB

60 LFG 51621-1
HEM

Colbnias verdes com
tons mais escuras
nas bordas, lisa,
opacas

. albicans

. albicans

UFMGCB

61 LFG 50803-1
HEM

Colbnias verdes com
tons mais escuras
nas bordas, lisa,
opacas

. albicans

UFMGCB

66 LFG 54050-1
HEM

Colbnias verdes com
tons mais escuras
nas bordas, lisa,
opacas

. albicans

UFMGCB

73 LFG 50570-1
HEM

Colbnias verdes com
tons mais escuras
nas bordas, lisa,
opacas

. albicans
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UFMGCB

74 LFG 50886 -1
HEM

Colbnias verdes com
tons mais verdes
escuro nas bordas,
lisa, opacas

. albicans

UFMGCB

75 LFG 50684-1
HEM

Colbnias verdes com
tons de verde mais
escuro nas bordas,
lisa, opacas

. albicans

UFMGCB

75 LFG 50684-2
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

76 LFG 53721-1
HEM

Colbnias verdes mais
claras, lisa, opacas

. albicans

UFMGCB Colbnias verdes mais . albicans
claras, com bordas

80 LFG 827-3 verde mais escuro,

HEM lisa, opacas

UFMGCB Colbnias verdes com . albicans
bordas verde mais

81LFG 920-3 escuro, lisa, opacas

HEM

UFMGCB Colbnias verdes mais . albicans
claras, com bordas

82 LFG 918-1 verde mais escuro,

HEM lisa, opacas

UFMGCB Colbnias verdes mais . albicans

83 LFG 4241-1
HEM

claras, com bordas
verde mais escuro,
lisa, opacas
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UFMGCB

84 LFG 4245-2
HEM

Colbnias verdes mais
claras, com bordas
verde mais escuro,
lisa, opacas

. albicans

UFMGCB

85 LFG 4478-1
HEM

Colbnias verdes,
lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

86 LFG 6896-1
HEM

Colbnias verdes,
lisas, opacas

UFMGCB

87 LFG 9877-1
HEM

Colbnias verdes mais
claras, lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

89 LFG 12150-1
HEM

Colbnias verdes,
lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

90 LFG 14355-1
HEM

Colbnias verdes mais
claras, com bordas
verde mais escuro,
lisa, opacas

. albicans

. albicans

UFMGCB

93 LFG14058-1
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

95 LFG 14303-1
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

. albicans
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97 LFG 6054-1
HEM

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas
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UFMGCB

98 LFG 7000-1
HEM

Cor verde com tom
acizentado, coldnias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

99 LFG 9787-1
HEM

Cor verde com tom
acizentado, col6nias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

101 LFG 19875-1
HEM

Cor verde com tom
acizentado, bordas
verde escuro
col6nias opacas,
lisas

. albicans

UFMGCB

106 LFG 22399-1
HEM

Colbnias verdes mais
claras, lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

109 LFG 12482
HEM

Colbnias verdes mais
claras, com bordas
verde mais escuro,
lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

110 LFG 12842
HEM

Colbnias verdes, com
bordas verde mais
escuro, lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

111 LFG 31216
HEM

Colbnias verdes, com
bordas verde mais
escuro, lisas, opacas

. albicans

. albicans




UFMGCB

112 LFG 17677
HEM

Colbnias verdes,
lisas, opacas
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UFMGCB

114 LFG 18097
HEM

Colbnias verdes,
lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

115 LFG 21061
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes
escuro, lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

116 LFG 23416
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes
escuro, lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

117 LFG 31928
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes
escuro, lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

118 LFG 23832
HEM

Colbnias verdes,
lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

119 LFG 29579
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes
escuro, lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

120 LFG 24454
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes
escuro, lisas, opacas

. albicans

. albicans




UFMGCB

121 LFG 24829
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes, lisas,
opacas
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UFMGCB

122 LFG 26022
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes com
tons mais escuro,
lisas, opacas

C. albicans

UFMGCB

123 LFG 31848
HEM

Colbnias verdes com
bordas verdes com
tons mais escuro,
lisas, opacas

C. albicans

C. albicans

AMOSTRAS EM PLACAS COM MEIO CHROMagar Candida® COM COLONIAS
COR VERDE - HJK

Colbnias

Cddigo Morfotipos das
coldnias
UFMGCB Colbnias verdes,

2 LFG 116401
HJK

lisas, opacas

Identificacao
presuntiva

UFMGCB

3 LFG 10221-1
HJK

Cor verde com tom
acizentado, colonias
opacas, lisas

C. albicans

UFMGCB

3 LFG 10221-3
HJK

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

C. albicans

UFMGCB

4 LFG 10599-1
HJK

Colbnias verdes,
lisas, opacas

C. albicans

C. albicans
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UFMGCB

4 LFG 10599-2
HJK

Cor verde com tom
acizentado, colénias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

4 LFG 10599-3
HJK

Colbnias verdes com
bordas verdes com
tons mais escuro,
lisas, opacas

. albicans

UFMGCB

6 LFG 132471
HJK

Cor verde com tom
acizentado, colbnias
opacas, lisas

UFMGCB

7 LFG 10518-1
HJK

Colbnias verdes,
lisas, opacas, bordas
esverdeadas

. albicans

UFMGCB

7 LFG 10518-3
HJK

Cor verde com tom
acizentado, colonias
opacas, lisas

. albicans

UFMGCB

8 LFG 10096-2
HJK

Acizentada no centro
da col6nia, borda
irregular com tom de
cinza claro e verde

. albicans

. albicans

UFMGCB

8 LFG 10096-4
HJK

Cor verde escuro
com borda cinza

. albicans

UFMGCB

8 LFG 10096-8
HJK

Cor verde no centro,
com cinza escuro,
com borda cinza
clara

. albicans




UFMGCB

8 LFG 10096-9
HJK

Verde escuro com
pontos acizentados,
borda irregular cinza,
tamanho médio
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UFMGCB

8 LFG 10096-10
HJK

Borda verde clara
com centro verde
escuro, colonias
pequenas

. albicans

UFMGCB

8 LFG 10096-11
HJK

Verde com réseo
acizentado, com
borda cinza

. albicans

UFMGCB

10 LFG 10114-1
HJK

Verde escuro com
borda verde claro

. albicans

UFMGCB

10 LFG 10114-3
HJK

Acizentada com
borda verde escuro

. albicans

UFMGCB

15 LFG 1252-1
HJK

Colbnias verdes,
lisas, opacas, bordas
regulares

. albicans

UFMGCB

17 LFG 1650-1
HJK

Colbnias verde
escuro, lisas e
opacas

. albicans

UFMGCB

18 LFG 1755-1
HJK

Verde claro com
borda verde escuro,
lisa e opaca

. albicans

. albicans
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UFMGCB Verde claro, lisa, C. albicans
opaca, bordas

20 LFG 1381-1 regulares

HJK

UFMGCB Verde claro, lisa, C. albicans
opaca, bordas

21 LFG 1413-1 regulares

HJK

Tabela 9: Colonias de leveduras de coloragdo verde apds repique no meio CHROMagar Candida®
dos isolados provenientes dos hospitais colaboradores.

AMOSTRAS EM PLACAS COM MEIO CHROMagar Candida® COM COLONIAS
COR ROSA —HEM e HJK

Caddigo Morfotipo das | Colbnias Identificagao
colbnias presuntiva
UFMGCB Réseo, opaca, lisa, Né&o identificado

borda regular com
16 LFG 31126 tons roxeado,

HEM cremaosa.

UFMGCB Réseo, opaca, lisa, Né&o identificado
borda regular com
tons rosa mais

escuro

33 LFG 40711

HEM

UFMGCB Réseo, opaca, lisa, Né&o identificado

borda regular com
35 LFG 39278-1 tons creme escuro,

HEM cremosa

UFMGCB Rosa, opaca, lisa, N&o identificado

borda regular com
40 LFG 38532-3 | {1 creme mais

HEM claro
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Nao identificado

Nao identificado

UFMGCB Rosa, opaca,
seca, borda

51 LFG 45549-3 regular

HEM

UFMGCB Rdseo, opaca, lisa,
borda regular com

52 LFG 48135-1 tons rosa mais

HEM escuro

UFMGCB Colbnias cor roxa

59 LFG 52705-1
HEM

rugosa, seca,
opaca, borda
irregular branca

C. krusei

N&o identificado

C. krusei

UFMGCB Colbnias cor rosa
claro rugosa, seca,

68 LFG 56653-2 opaca, borda

HEM irregular

UFMGCB Roxa, seca,
opaca, borda

69 LFG 57203-1 regular cor branca

HEM

UFMGCB Rosa claro, lisa,

70 LFG 53249-1
HEM

opaca, borda
regular com tons
mais roxeados

N&o identificado

UFMGCB
77 LFG 52-2 HEM

Rosa claro, lisa,
opaca, borda
regular com tons
mais roxeados

l

Nao identificado




UFMGCB
78 LFG 126-1 HEM

Rosa escuro,
cremosa, opaca,
borda regular, com
tons de lilas
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UFMGCB
80 LFG 827-3 HEM

Rosa claro, lisa,
opaca, borda
regular com tons
mais roxeados

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

UFMGCB Rosa claro, lisa,
opaca, borda

88 LFG 10778-1 regular tom de lilas

HEM

UFMGCB Rosa, lisa, opaca,

90 LFG 14355-2
HEM

borda regular tom
de lilas

N&o identificado

UFMGCB

91 LFG 15706-2
HEM

Rosa, opaca, lisa,
borda regular

Nao identificado

Nao identificado

UFMGCB Rosa claro, opaca,
lisa, borda regular

94 LFG 16154-1

HEM

UFMGCB Rosa clara, opaca,
lisa, borda regular,

95 LFG 14303-2 cremosa

HEM

UFMGCB Rosa clara, opaca,
lisa, borda regular,

96 LFG 14059-1 cremosa

HEM

Nao identificado

Nao identificado
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UFMGCB

102 LFG 19902-2
HEM

Colbnias cor rosa
claro rugosa, seca,
opaca, borda
irregular

Nao identificado

UFMGCB

104 LFG 19849
HEM

Colbnias cor rosa
claro rugosa, seca,
opaca, borda
irregular

Nao identificado

UFMGCB

107 LFG 26062-1
HEM

Rosa, lisa, opaca,
borda regular tom
de lilas

N&o identificado

AMOSTRAS EM PLACAS COM MEIO CHROMagar Candida® COM COLONIAS
COR ROSA - HJK

Cddigo Morfotipo das | Colbnias Identificagao
colbnias presuntiva
UFMGCB Coldnias cor roxa C.krusei

1LFG 11112-2 HJK

rugosa, seca,
opaca, borda
irregular com cor
mais clara
(branca)

UFMGCB

1LFG 11112-3 HJK

Rosa, lisa, opaca,
borda regular tom
de lilas

Nao identificado

UFMGCB 11 LFG
15171-1 HIK

Rosa, opaca, lisa,
borda regular com
tons creme mais
claro

1
-
B

Nao identificado
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UFMGCB 11 LFG | Rosa, opaca, lisa, N&o identificado

15171-2 HJK borda regular

UFMGCB 16 LFG | Colbnias cor rosa NZo identificado
1266-1 HIK claro rugosa, seca,
opaca, borda

irregular

“Tabela 10: Colonias de leveduras de coloragdo rosa apds repique no meio CHROMagar Candida®
dos isolados provenientes dos hospitais colaboradores.

AMOSTRAS EM PLACAS COM MEIO CHROMagar Candida® COM COLONIAS
COR AZUL — HEM e HJK

Cddigo Morfotipo das | Colbnias Identificagao
colbnias presuntiva

UFMGCB 06 LFG | Colbnias azuis C. tropicalis
27463 HEM com bordas azuis AN
escuras, cremosa,
regular, opaca

UFMGCB 36 LFG Colbnias azuis
42241-1 HEM com bordas azuis
mais escuras,
cremosa, regular,
opaca

C. tropicalis

UFMGCB 50 LFG | Colbnias azuis
47347-1 HEM escuras, cremosa,
opaca, regular

C. tropicalis

UFMGCB 51 LFG | Colbnias azuladas
45549-1 HEM com tons na borda
de azul mais
escuro, cremosa,
opaca, lisa

C. tropicalis




UFMGCB 51 LFG
45549-4 HEM

Colbnias azuis
com tons na borda
de azul mais
escuro, cremosa,
opaca, lisa

UFMGCB 67 LFG
53122-1 HEM

Colbnias azuis
mais escuras,
cremosa, lisa,
opaca, borda
regular

. tropicalis

UFMGCB 69 LFG
57203-2 HEM

Colbnias azuis,
cremosa, lisa,
borda regular,
opaca

. tropicalis

UFMGCB 71 LFG
51841-2 HEM

Colbnias azuis
claro e escuro,
borda regular
lisa, opaca,
cremosa

. tropicalis

UFMGCB 72 LFG
15-1 HEM

Colbnias azuis
escuras, borda
regular, lisa,
opaca, cremosa

. tropicalis

UFMGCB 79 LFG
124-1 HEM

Colbnias azuis
claro com bordas
azuis escuro,
borda regular,
cremosa, lisa,
opaca

. tropicalis

UFMGCB 92 LFG
15706-1 HEM

Colbnias azuis
com tons verdes
claro, cremosa,
lisa, opaca, borda
regular

. tropicalis

B
|
| |

. tropicalis




UFMGCB 96 LFG
14059-2 HEM

Colbnias azuis
claro com bordas
azuis escuro,
borda regular,
cremosa, lisa,
opaca
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UFMGCB 100 LFG
19874-1 HEM

Colbnias azuis
claro e escuro,
opaca, lisa,
cremosa, borda
regular

. tropicalis

UFMGCB 103 LFG
30645-1 HEM

Colbnias azuis
claras e escuras e
com tom de cor
creme, lisa, opaca,
cremosa, borda
regular

. tropicalis

UFMGCB 105 LFG
22399-2 HEM

Colbnias azuis
claro e escuro,
opaca, lisa,
cremosa, borda
regular

. tropicalis

UFMGCB 106 LFG

Colbnias azuis

. tropicalis

22399-2 HEM claro, borda
regular, cremosa,
lisa, opaca

UFMGCB 107 LFG | Colbnia azul

26062-2 HEM escuro, opaca,
lisa, cremosa,

borda regular

. tropicalis

UFMGCB 108 LFG
26377 HEM

Colbnias azuis
claro e escuro,
opaca, lisa,
cremosa, borda
regular

. tropicalis

. tropicalis




UFMGCB 113 LFG
17715 HEM

Colbnias azuis
claro e escuro,
com tons de
creme, opaca, lisa,
cremosa, borda
regular
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UFMGCB 124 LFG
27134 HEM

Colbnias azuis
claro e escuro,
lisa, opaca,
cremosa, borda
regular

C. tropicalis

UFMGCB 125 LFG
31905 HEM

Colbnias azuis
claro e escuro,
lisa, opaca,
cremosa, borda
regular

C. tropicalis

C. tropicalis

AMOSTRAS EM PLACAS COM MEIO CHROMagar Candida® COM COLONIAS
COR AZUL — HJK

Cddigo

Morfotipo das

colbnias

Colbnias

UFMGCB 5 LFG
10157-1 HIK

Colbnias azuis
claro com bordas
azul escuro, lisa,
opaca, cremosa,
borda regular

Identificagao

presuntiva

UFMGCB 12 LFG
14352-2 HJK

Colbnias azuis
claro com bordas
azul escuro, lisa,
opaca, cremosa,
borda regular

C. tropicalis

UFMGCB 14 LFG
14238-2 HJK

Colbnias azuis
claro e escuro,
lisa, opaca,
cremosa, borda
regular

C. tropicalis

C. tropicalis
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UFMGCB 19 LFG | Colbnias azuis
1337-1 HIK claro e escuro,
lisa, opaca,
cremosa, borda
regular

C. tropicalis

UFMGCB 23 LFG | Colbnias azuis
3408-1 HJK claro e escuro,
lisa, opaca,
cremosa, borda
regular

C. tropicalis

UFMGCB 24 LFG Colbnias azuis
4138-1 HJK

C. tropicalis
claro e escuro,
cremosa, opaca,

lisa, borda regular

UFMGCB 25 LFG | Colbnias azuis
4154-1 HIK claro e escuro,

opaca, cremosa,

C. tropicalis

lisa, borda regular

Tabela 11: Colénias de leveduras de coloracao azul apos repique no meio CHROMagar Candida®
dos isolados provenientes dos hospitais colaboradores.

AMOSTRAS EM PLACAS COM MEIO CHROMagar Candida® COM COLONIAS
COR CREME — HEM e HJK

Caodigo Morfotipo das | Colbnias Identificagao

colbnias presuntiva

UFMGCB 80 LFG | Colbnias creme, Né&o identificado
827-4 HEM lisas, aspecto

cremoso, borda

regular, opacas




90

UFMGCB 102 LFG | Colbnias  creme,
19902-1 HEM lisas, aspecto

cremoso, opacas,

Nao identificado

borda regular,

AMOSTRAS EM PLACAS COM MEIO CHROMagar Candida® COM COLONIAS
COR CREME — HJK

Cddigo Morfotipo das | Colbnias Identificagao

colbnias presuntiva

UFMGCB 13 LFG | Colbnias creme, N&o identificado
15505-1 HJK opacas, lisas,

aspecto cremoso,

borda regular,

Tabela 12: Colonias de leveduras de coloragao creme apds repique no meio CHROMagar Candida®
dos isolados provenientes dos hospitais colaboradores.

Podemos observar, apds analise das caracteristicas macroscopicas das
colénias em meio CHROMagar Candida®, que obtivemos 97 colbnias de coloragéo
verde. Conforme proposto pelos fabricantes deste meio de cultura, todas as colénias
de coloracdo verde podem ter sua identificacdo presuntiva para a espécie C.
albicans. Além disto, obtemos 28 colénias de coloracdo azul, estas leveduras,
conforme o fabricante do meio de cultura utilizado sao presuntivas para a espécie C.
tropicalis. O meio de cultura CHROMagar Candida® também prevé um resultado
presuntivo para C. krusei, que seriam as coldnias roxas com bordas brancas e
aspecto mais rugoso e seco, quanto a esta coloragcdo e aspecto obtemos 02
isolados. Para as leveduras que produziram outras cores de col6nias nao foi
possivel chegar a uma identificagao presuntiva utilizando o CHROMagar Candida®.

Posteriormente, os isolados de leveduras com colbnias de coloragéo verde
foram agrupados para a realizacdo da técnica de fingerprinting utilizando para isto o
iniciador (GTG)5. Neste grupo um levedura para controle positivo, da espécie C.
albicans (ATCC 18804), foi adicionada para confirmar a identificagdo presuntiva do
meio CHROMagar Candida®.
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Na (Tabela 13), pode-se observar os isolados que apresentaram padréo de
banda semelhante ao isolado de referéncia C. albicans ATCC 18804 na técnica de
fingerprinting. Estes isolados foram identificados como pertencentes a espécie C.
albicans. No entanto, na (Tabela 14) observamos isolados cujas bandas foram
diferentes do isolado de referéncia.

Na tabela (Tabela 15) podem-se observar os resultados de identificagao
realizados no presente trabalho utilizando o sequenciamento molecular dos isolados.

Para os isolados de leveduras é demonstrado na (Tabela 16), a identificagao

utilizando o método CHROmagar Candida®, a técnica de fingerprinting (GTG)5 e o

sequenciamento molecular da regido D1/D2 e/ou ITS.

Bandas similares a levedura de referéncia C. albicans

UFMGCB 30 LFG 36544 HEM

UFMGCB 85 LFG 4478/1 HEM

UFMGCB 43 LFG 37608/1 HEM

UFMGCB 86 LFG 6896/1 HEM

UFMGCB 43 LFG 37608/3 HEM

UFMGCB 89 LFG 12150/1 HEM

UFMGCB 10 LFG 30286 HEM

UFMGCB 97 LFG 6054/1 HEM

UFMGCB 38 LFG 36907/1 HEM

UFMGCB 98 LFG 7000/1 HEM

UFMGCB 46 LFG 39608/1 HEM

UFMGCB 99 LFG 9787/1 HEM

UFMGCB 46 LFG 39608/2 HEM

UFMGCB 101 LFG 19875/1 HEM

UFMGCB 47 LFG 49113/2 HEM

UFMGCB 109 LFG 12482 HEM

UFMGCB 49 LFG 45637/1 HEM

UFMGCB 110 LFG 12842 HEM

UFMGCB 57 LFG 51064/1 HEM

UFMGCB 111 LFG 31216 HEM

UFMGCB 60 LFG 51621/1 HEM

UFMGCB 112 LFG 17677 HEM

UFMGCB 61 LFG 50803/1 HEM

UFMGCB 117 LFG 31928 HEM

UFMGCB 66 LFG 54050/1 HEM

UFMGCB 120 LFG 24454 HEM

UFMGCB 73 LFG 50570/1 HEM

UFMGCB 123 LFG 31848 HEM

UFMGCB 74 LFG 50886/1 HEM

UFMGCB 15 LFG 1252/1 HJK




UFMGCB 75 LFG 50684/1 HEM

UFMGCB 17 LFG 1650/1 HJK

UFMGCB 75 LFG 50684/2 HEM

UFMGCB 4 LFG 10599/2 HJK

UFMGCB 81 LFG 820/3 HEM

UFMGCB 18 LFG 1755/1 HJK

UFMGCB 82 LFG 918/1 HEM

UFMGCB 20 LFG 1381/1 HJK

UFMGCB 84 LFG 4245/2 HEM
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Tabela13: Gel de eletroforese em agarose apresentando as bandas de amplificagdo do DNA dos

isolados usando primer (GTG)5, Gel 1.

Bandas nao similares a levedura de referéncia C. albicans

UFMGCB 02 LFG 24389 HEM

UFMGCB 8 LFG 10096/8 HJK

UFMGCB 28 LFG 35200 HEM

UFMGCB 8 LFG 10096/9 HJK

UFMGCB 22 LFG 32899 HEM

UFMGCB 8 LFG 10096/10 HJK

UFMGCB 03 LFG 26192 HEM

UFMGCB 10 LFG 10114/1 HJK

UFMGCB 18 LFG 31558 HEM

UFMGCB 87 LFG 9877/1 HEM

UFMGCB 48 LFG 44548/1 HEM

UFMGCB 90 LFG 14355/1 HEM

UFMGCB 58 LFG 42609/1 HEM

UFMGCB 92 LFG 15706/1 HEM

UFMGCB 76 LFG 53721/1 HEM

UFMGCB 93 LFG 14058/1 HEM

UFMGCB 01 LFG 24166 HEM

UFMGCB 105 LFG 22399/2 HEM

UFMGCB 11 LFG 30701 HEM

UFMGCB 106 LFG 25820/1 HEM

UFMGCB 14 LFG 30951 HEM

UFMGCB 106 LFG 25820/2 HEM

UFMGCB 24 LFG 34671 HEM

UFMGCB 118 LFG 23832 HEM

UFMGCB 27 LFG 34989 HEM

UFMGCB 119 LFG 29579 HEM

UFMGCB 40 LFG 38532/1 HEM

UFMGCB 121 LFG 24829 HEM

UFMGCB 83 LFG 4241/1 HEM

UFMGCB 122 LFG 26022 HEM

UFMGCB 3 LFG 10221/3 HJK

UFMGCB 2 LFG 11640/1 HJK

UFMGCB 8 LFG 10096/4 HJK

UFMGCB 21 LFG 1413/1 HJK

Tabela 14: Gel de eletroforese em agarose apresentando as bandas de amplificagdo do DNA dos

isolados usando primer (GTG)5, Gel 2.



Resultado dos sequenciamentos e analises da plataforma Blast

Cad.

Resultado Top
BLAST (n° de

acc GenBank)

Identida
de

(%)

Cober

tura

(%)

N° de bp

analisa

dos

Sequéncias

Identificagéo

proposta

UFMG
CB 8
LFG

28158

HEM

Candida
albicans
NG054826

99

100

500

CGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGC
GTCTTTGGCGTCCGCGTTGTAATTTGAA
GAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGT
CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAG
AGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATG
ACCCGGGTCTGTGAAAGTTCCTTCGAC
GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC
TAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGC
TAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGA
ACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAG
AACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACG
TGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGA
GATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCT
CTCTCGGGGGCGGCCGCTGCGGTTTAC
CGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCA
GGATAATGGCGGAGGAATGTGGCACGG
CTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACG
ATACTGCCAGCCTAGACCGAGGACTGC
GGTTTTT

C. albicans

UFMG
CB 16
LFG

31116

HEM

Candida

glabrata

MF 148859

100

100

458

CCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGTG
AGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGT
TCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGG
GTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATAC
AGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTA
CAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTG
AAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATT
GTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA
CATGGTGTTTTGCGCCCCTTGCCTCTCG
TGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTG
GGCCAGCATCGGTTTTGGCGGCCGGAA
AAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGCC
TCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGG
AATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTG
CGATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCAT
AATGGTTATATGCCGCCCGT

C. glabrata

UFMG
CB 21
LFG

32846

HEM

Candida
dubliniensis
KY106420

100

100

540

GCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGT
CTTTGGCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGA
AGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTA
TGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAG
GGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGGC
CCGGGTCTATGTAAAGTTCCTTCGACGA
GTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAA
GTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA
ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACA
AGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAAC
TTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGA
AATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGAT
CAGACTTGGTATTTTGCAAGTTACTCTTT
CGGGGGTGGCCTCTGCGGTTTACCGG
GCCAGCATCGGTTTGGAGCGGTAGGAT
AATGGCGGGGGAATGTGGCACGACTTT
GGTTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATAC
TGCCAGCCTAGACCGAGGACTGCGGTT

C. dubliniensis
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TTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCT
TAAGTCGCCCGTCTTG

UFMG
CB 33

LFG
40711

HEM

Candida

glabrata

KY106477

100

100

469

CCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAATCC
CGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGT
GCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC
TAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATA
CAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTG
ATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGT
GAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGG
CATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCTTGCC
TCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTGGG
CCAGCATCGGTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAG
GGAATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGAGTGTTA
TAGCCCTGGGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAG
GACTGCGATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAA
TGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACG

C. glabrata

UFMG
CB 35
LFG
39278
n

HEM

Kluyveromyces
marxianus
KY108107

100

100

513

AAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTCGACGT
CCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCGACTTTGTAGC
TGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCA
TAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCC
AGTTATTTGTAAAGTGCTTTCGACGAGTCGAGTTG
TTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTC
CATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAG
CGAACAAGTACAGTGATGGAAAGAT
GAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTAC
GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAG
ACATGGCGTTTGCTTCGGCTTTCGCTGGGCCAGCA
TCAGTTTTAGCGGTTGGATAAATCCTCGGGAATGT
GGCTCTGCTTCGGTAGAGTGTTATAGCCCGTGGG
AATACAGCCAGCTGGGACTGAGGATTGCGACTTT
TGTCAAGGATGCTGGCGTAATGGTTAAATGCCGC
CCGTCTTGA

K. marxianus

UFMG
CB 39
LFG
37257
n

HEM

Candida
albicans
JN874492

100

100

536

GCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGC
GTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGG
CCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGT
CACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGA
CCCGGGTCTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAA
ATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCG
ATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAA
AGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGA
AATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTT
GGTATTTTGCATGCTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG
CTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCG
GCAGGATAATGGCGGAGGAATGTGGCACGGCTT
CTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATGCTGCCAG
CCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTAACCTAGGAT
GTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCG

C. albicans

UFMG
CB 51
LFG
45543
3

Candida

tropicalis

KY 106850

100

100

347

TTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCC
GTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTC
CTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC
TAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATAT
TGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGA
TGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTG
AAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGC
TTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTTCTT
CGGGGGTGGCCTCTACAGTTTATCGGGCCAGCAT
CAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTGGAATGT
GGCACGGC

C. tropicalis

UFMG
CB 69
LFG
57203
n

Candida
glabrata
KY106477

99

100

550

AGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TTGGTGCCCCAGTTGTAATTTGGAGAGTACCACTT
TGGGACTGTACTTTGCCTATGTTCCTTGGAACAGG
ACGTCATGGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAG
GGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGT
CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG
TAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGA
CCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATG
AAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT
GAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGAC
ATGGTGTTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTG
GGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCGGTTTT
GGCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCT

C. glabrata
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HEM

GCGCCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGG
AATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGCGATACT
TGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCC
GCCCGTC

UFMG
CB 78
LFG
126/1

HEM

Candida
glabrata
KY106477

100

100

549

CGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGT
ACCTTTGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGA
GAGTACCACTTTGGGACTGTACTTTGCC
TATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATGGA
GGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGGT
GTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAG
AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTA
AGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTA
AATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAAC
AAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA
CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTG
AAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGAT
CAGACATGGTGTTTTGCGCCCCTTGCCT
CTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTC
ACTGGGCCAGCATCGGTTTGGCGGCCG
GAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGC
GCCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTG
GGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGG
ACTGCGATACTTGTTATCTAGGATGCTG
GCATAATGGTTATATGCCGCCCGTC

C. glabrata

UFMG
CB 80
LFG
827/1

HEM

Candida
glabrata
KY106477

100

100

554

GAGCGGCAAAAGCTCAAA

TTTGAAATCTGGTACCTTTGGTGCCCGA
GTTGTAATTTGGAGAGTACCACTTTGGG
ACTGTACTTTGCCTATGTTCCTTGGAAC
AGGACGTCATGGAGGGTGAGAATCCCG
TGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAA
GGGTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGG
GAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATT
CCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGA
CCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGT
GAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGG
AAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTT
GCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGG
ACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATC
GGTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAGG
GAATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGA
GTGTTATAGCCCTGGGGAATACGGCCA
GCCGGGACCGAGGACTGCGATACTTGT
ATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTATAT
GCCGCCCGTCTTG

C. glabrata

UFMG
CB 1
LFG
11112
2

HJK

Candida

glabrata

KY928431

100

100

458

TGGAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAATCCC
GTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGG
TGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAG
CTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCT
ARATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGT
ACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAA
AGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAA
GGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTG
CGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTC
GCAGCTCACTGGGCCAGCATCGGTTTTGGCGG
CCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGC
CTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGG
GAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGCGAT
ACTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTA
TATGCCGCCCGTCTT

C. glabrata

UFMG
CB 1
LFG
11112
3

Candida

Glabrata

100

100

463

TCCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAA
TCCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAA
AGGGTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAAT
GCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA
AGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAAC
AAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTT
GAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTT
GAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGT
TTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGAC
TCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCGGTTTTG
GCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCT

C. glabrata
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HJK

KY928431

GCGCCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGG
AATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGCGATA
CTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTAT
ATGCCGCCCGTCTTG

Tabela 15: Identificagdo molecular das leveduras de isolados obtidos no hospital Eduardo de
Menezes e hospital Julia Kubitschek.

Resultados por método presuntivo e biologia molecular

Caodigo CHROMagar Candida® (GTG)5 Sequenciamento
molecular

UFMGCB 8 LFG 28158 Candida albicans - Candida albicans
HEM
UFMGCB 10 LFG 30286 Candida albicans Candida albicans -
HEM
UFMGCB 16 LFG 31126 Nao idenficado - Candida glabrata
HEM
UFMGCB 21 LFG 32846 Candida albicans - Candida dubliniensis
HEM
UFMGCB 30 LFG 36544 Candida albicans Candida albicans -
HEM
UFMGCB 33 LFG 40711 Nao idenficado - Candida glabrata
HEM
UFMGCB 35 LFG 39278 Nao idenficado - Kluyveromyces
HEM marxianus
UFMGCB 38 LFG Candida albicans Candida albicans -
36907/1 HEM
UFMGCB 39 LFG Candida albicans - Candida albicans
37257/1 HEM
UFMGCB 43 LFG Candida albicans Candida albicans -
36708/1 HEM
UFMGCB 43 LFG Candida albicans Candida albicans -
36708/3 HEM
UFMGCB 46 LFG Candida albicans Candida albicans -
39608/1 HEM
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UFMGCB 46 LFG
39608/2 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 47 LFG
49113/2 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 49 LFG
45637/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 51 LFG
45543/3 HEM

Né&o identificado

Candida tropicalis

UFMGCB 57 LFG
51064/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 60 LFG
51621/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 61 LFG
50803/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 66 LFG
54050/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 69 LFG
57203/1 HEM

Candida krusei

Candida glabrata

UFMGCB 73 LFG
50570/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 74 LFG
50886/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 75 LFG
50684/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 75 LFG
50684/2 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 78 LFG 126/1
HEM

Nao identificado

Candida glabrata

UFMGCB 80 LFG 827/1
HEM

Candida albicans

Candida glabrata

UFMGCB 81 LFG 920/3
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 82 LFG 918/1
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 84 LFG 4245/2
HEM

Candida albicans

Candida albicans
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UFMGCB 85 LFG 4478/1
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 86 LFG 6896/1
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 89 LFG
12150/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 97 LFG 6054/1
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 98 LFG 7000/1
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 99 LFG 9787/1
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 101 LFG
19875/1 HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 109 LFG 12482
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 110 LFG 12842
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 111 LFG 31216
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 112 LFG 17677
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 117 LFG 31928
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 120 LFG 2454
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 123 LFG 31848
HEM

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 1 LFG 11112/2 N&o identificado - Candida glabrata
HJK
UFMGCB 1 LFG 11112/3 Nao identificado - Candida glabrata

HJK

UFMGCB 4 LFG 10599/2
HJK

Candida albicans

Candida albicans

UFMGCB 15 LFG 1252/1
HJK

Candida albicans

Candida albicans
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UFMGCB 17 LFG 1650/1 Candida albicans Candida albicans -
HJK
UFMGCB 18 LFG 1755/1 Candida albicans Candida albicans -
HJK
UFMGCB 20 LFG 1381/1 Candida albicans Candida albicans -
HJK

" Tabela 16: Resultados presuntivos do CHROMagar Candida®, identificagédo por (GTG)5 — realizados
no laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos do ICB- UFMG e
identificagdo por sequenciamento, Fiocruz.

Resultado de identificacdo dos 51 isolados realizados no laboratério de
Taxonomia Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos, ICB, UFMG, pelo método de

PCR, juntamente com resultado de sequenciamento realizado pela Fiocruz (Grafico

1).

Candida Candida Kluyveromyces
tropicalis dubliniensis ~marxianus
Candida 29 2% 2%
glabrata

14%

Isolados identificados

Grafico 01: Distribuicdo dos 51 isolados identificados no laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e
Biotecnologia de Fungos e Fiocruz.

Os dados correlacionando os resultados da identificagdo realizada pelos
laboratérios dos hospitais colaboradores, juntamente com a identificagcdo das
leveduras realizados no presente trabalho, incluindo qual a origem dos isolados
clinicos, tabela no apéndice.
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Os dados obtidos dos prontuarios dos pacientes internados no Hospital
Eduardo de Menezes e Hospital Julia Kubitschek seguem na (Tabela 17).

Podemos observar na (Tabela 17) que os pacientes, cujas amostras de
leveduras que foram utilizadas, tinham entre 1més de vida a 29 anos com a maioria
dos pacientes do sexo masculino, percentual de 9,80% , com idade de 31 anos a 50
anos com maioria sendo do sexo masculino, com percentual de 45,11%, a faixa
etaria de 51 a 70 anos, 29,21%, sendo a maioria sendo do sexo masculino e na faixa
etaria de 71 a 100 anos, 5,88%, sendo maioria dos pacientes sendo do sexo
masculino A maioria dos pacientes eram do sexo masculino 62,75% e 37,25% do
sexo feminino. Com média de 46,8 anos.

Evoluiram para obito 54,90% dos pacientes, sendo 64,28% do sexo
masculino e 35,72% feminino. Dos pacientes vivos 62,21% sao do sexo masculino e
37,79% feminino. Dos pacientes vivos, residentes em Belo Horizonte sdo 65% e na
regiao metropolitana 20%, em cidades do interior 15%. O total de pacientes
internados residentes em Belo Horizonte correspondem a 64,76%, na regiao
metropolitana 25,44%, enquanto que nas cidades do interior 9,80% (Tabela 17).

Dos pacientes internados, 52,94% sao HIV positivo com média de 327,6
células /mm?3 TCD4 e média de um quantitativo de 81384,17 para carga viral. Dos
pacientes com HIV positivo, 62,96% sdo do sexo masculino e 37,04% do sexo
feminino, com média de idade de 42,61 anos. Considerando também os com HIV
negativo chega ao percentual de 47,06%, sendo do sexo masculino 58,33% e do
sexo feminino 41,67% (Tabela 17).

Realizou-se um comparativo entre o local de residéncia dos pacientes
internados nos hospitais colaboradores com as profissdes exercidas (Grafico 2)
(Tabela 17).
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Cidades/Profissoes

Belo Horizonte/

regidao
metropolitana e
interior MG
41%

Belo
rizonte/represen
tante

4%
Belo
nte/servicoSS~—_Horizonte/autoéno
dor rural informacdo gerais mo

4% 4% 4% 4%

Grafico 2: Correlagao entre as cidades cujos os pacientes residem com informacao da profissdo
exercida.

Dos pacientes que evoluiram para O6bito nos hospitais coparticipantes
Eduardo de Menezes e Julia Kubitschek foram comparados as identificagdes usando
a metodologia de CHROMagar Candida® (Grafico 3) (Tabela 17).

provavel C.
krusei
6%

Obitos/ Identificacdo presuntiva

Candida spp
13%

Grafico 3: Pacientes que evoluiram para o6bito cujas identificagbes foram por CHROMagar
Candida® nos hospitais colaboradores.



102

Dos pacientes vivos cujo se encontravam internados nos hospitais
coparticipantes Eduardo de Menezes e Julia Kubitschek foram comparados as
identificagbes usando a metodologia de CHROMagar Candida® (Grafico 4)(Tabela
17).

p;f;;?:;:; Vivos/Identificagdo presuntiva
6%
C.krusei

11%

Grafico 4: Pacientes vivos cujas identificacdes dos isolados foram por CHROMagar
Candida® nos hospitais colaboradores

Dos resutados obtidos por identificagdo molecular realizados no Laboratério
de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos — ICB-UFMG, dos

pacientes que evoluiram para 6bito (Grafico 5)( Tabela 17).



Obitos/Identificacio molecular

C.dublinien, i%ropica Jis

3%
C.gla
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Grafico 5: Pacientes que evoluiram para o6bito cuja identificacdo dos isolados foi realizada
por metodologia molecular no laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos-

ICB — UFMG.

Dos resutados obtidos por identificagdo molecular realizados no Laboratério

de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos - ICB-UFMG, dos

pacientes internados vivos (Grafico 6)( Tabela 17).

Vivos/Identificacio molecular

rwnus

Grafico 6: Pacientes vivos cuja identificagdo dos isolados foi realizada por metodologia

molecular no laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos- ICB — UFMG.
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Nos resultados apresentados pelo Laboratério de Taxonomia, Biodiversidade
e Biotecnologia de Fungos, ICB, UFMG, verificamos as analises das identificacbes
presuntivas de CHROMagar Candida® e método de biologia molecular, sendo que
dos 51 isolados, 39 foram analisados pelo método de fingerprinting (GTG)5 e 12
analisados pelo método de sequenciamento. Contudo, por biologia molecular temos
80,40% de C. albicans, 13,72% de C. glabrata, 1,96% de C. dubliniensis e 1,96% de
Kluyveromyces marxianus e 1,96% de C. tropicalis (Tabela 17). Dos analisados pelo
método presuntivo CHROMagar Candida®, pelos laboratérios de Andlises Clinicas
dos hospitais coparticipantes observamos que 78,44 representam C.albicans, 9,80%
Candida spp., 3,92% C. krusei, 3,92% provavel C. krusei, 1,96% provavel C.
albicans e 1,96% isolado ndo identificado (Tabela 17).

Correlacdo entre amostras bioldégicas mais obtidas dos pacientes com HIV
positivo e pacientes sem o virus HIV nos hospitais Eduardo de Menezes e Julia
Kubitschek (Grafico 7 )(Grafico 8)(Tabela 17)

Amostra bioldgicas/ Pacientes HIV positivo

Swab oral

Fezes 4%
A%

Grafico 7: Correlagdo entre amostras biolégicas mais analisadas dos pacientes dos hospitais
coparticipantes e pacientes com HIV positivo.
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Grafico 8: Correlagdo entre amostras bioldgicas mais analisadas dos pacientes dos hospitais
coparticipantes e pacientes com HIV negativo. LBA: lavado brénquio alveolar.

Doencas de base que mais acometeram os pacientes internados nos

hospitais coparticipantes, que foram correlacionados com o&bitos. A- infecgdes

associadas ao HIV, B - SIDA, C- doengas bacterianas, D- pneumonia, E- choque

séptico, F- meningite, G- quadro respiratério grave, H- diabetes, |- colite (Grafico 9)

(Tabela 17).

30,00%

25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

5,00%

0,00%

Doencas de base/Obitos

A B C D E F G H |

Grafico 9: Doencas de base que mais acometeram pacientes dos hospitais coparticipantes

correlacionados aos o6bitos.
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Doencas de base que mais acometeram os pacientes internados nos
hospitais coparticipantes, que foram correlacionados com agentes etiologicos
identificados presuntivamente por CHROMagar Candida® realizados nos
laboratoérios dos hospitais coparticipantes. A- infeccbes associadas ao HIV: A1-C.
albicans e A2- Candida spp; B- SIDA: B1-C. albicans; C-choque séptico: C1-
C.albicans e C2- provavel C. krusei; D- diabetes: D1- C.albicans; E- pneumonia: E1-
C.albicans e E2- C. krusei; F- doengas bacterianas: F1- C. albicans; G- meningite
pneumocécica: G1-C. albicans e G2- Candida spp; H- quadro respiratério grave: H1-
C. albicans; I- colite: 11- C. albicans (Grafico 10)(Tabela 17).

120%

Doencas de base/Agentes etioldgicos |
100%

80% —

60% - I

40% -

20% -

0% -
Al A2 B1 C1 C2 D1 E1 E2 F1 G1 G2 H1l 11

Grafico 10: Doencas de base correlacionadas com agentes etioldgicos conforme resultado
presuntivo do CHROMagar Candida® nos laboratérios dos hospitais coparticipantes.

Doengcas de base que mais acometeram o0s pacientes internados nos
hospitais coparticipantes, que foram correlacionados com agentes etiolégicos
identificados por método molecular no laboratério de Taxonomia Biodiversidade e
Biotecnologia de Fungos, ICB - UFMG. A- infecgbes associadas ao HIV: A1-C.
albicans, A2- C. glabrata e A3- C. dubliniensis; B- SIDA: B1- C. albicans; C-choque
séptico: C1- C.albicans e C2- C. glabrata; D- diabetes: D1- C.albicans e D2- C.

glabrata; E- pneumonia: E1- C.albicans; F- doengas bacterianas: F1- C. albicans e
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F2- C. glabrata; G- meningite pneumocécica: G1- C. albicans; H- quadro respiratorio
grave: H1- C. albicans; |- colite: 11- C. albicans (Grafico 11)(Tabela 17).

120,00%

Doencas de base/ Agentes etioldgicos I

100,00%

80,00% 4 4

60,00% -

40,00% -

20,00% -

0,00% -
Al A2 A3 Bl (C1 C2 D1 D2 E1 F1 F2 G1 H1 11

Grafico 11: Doengas de base correlacionadas com agentes etiolégicos conforme resultado por
métodos moleculares no laboratério Taxonomia Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos, ICB —
UFMG.

Pacientes soropotivos para HIV correlacionados com pacientes que evoluiram
para Obito e/ou pacientes vivos. Pacientes que nao possuem o virus HIV
correlacionados com pacientes que evoluiram para 6bito e pacientes vivos (Grafico
12) (Tabela 17)

HIV /Obitos/ Pacientes vivos
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Grafico 12: Correlagéo entre pacientes soropotivos para HIV com pacientes que evoluiram para 6ébito
e/ou pacientes vivos e correlagdo entre pacientes que ndo possuem o virus HIV com pacientes que
evoluiram para 6bito e pacientes vivos.

Demonstramos no (Grafico 13) espécimes clinicos coletas nos hospitais
Eduardo de Menezes e Julia Kubitschek correlacionadas com agentes etiolégicos
identificados por biologia molecular. A- escarro/ C. albicans; B- aspirado traqueal/ C.
albicans; C- urina/ C. albicans; D- urina/ C. glabrata; E sem informacao/ C. albicans;
F- lavado brénquio alveolar/ C. albicans; G- swab oral/ C. albicans; H- ponta de
cateter/ C.albicans; |- urina/ K.marxianus; J- fezes/C.tropicalis; K- swab retal/ C.
glabrata; L- apirado traqueal/ C.dubliniensis M- aspirado de medula 6ssea/ C.
albicans (Tabela 17).

25,00%

Amostras biolégicas/Agentes Etioldgicos-
Biologia molecular

20,00%

15,00%

10,00%

5,00%

0,00%

Grafico 13: Espécimes clinicos coletadas nos hospitais participantes correlacionadas com
agentes etiolégicos identificados por biologia molecular.

Demonstramos no (Grafico 14) espécimes clinicos coletas nos hospitais
Eduardo de Menezes e Julia Kubitschek correlacionadas com agentes etioldgicos
identificados por CHROMagar Candida®. A- escarro/ C.albicans; B- urina/ C.
albicans; C- aspirado traqueal/ C. albicans; D- sem informacao/ C. albicans; E- urina/
C. krusei; F- lavado brénquio alveolar; G- aspirado traqueal/ Candida spp.; H- urina/
Candida spp.; |- aspirado de medula 6ssea/ C. albicans; J- ponta de cateter/
C.albicans; K- swab oral/ C. albicans; L- escarro/ provavel C. albicans; M- fezes/
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Candida spp.; N- swab retal/ provavel C. krusei; O- escarro/ nao identificado (Tabela

17).

agentes etioldgicos identificados por CHROMagar Candida®.
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Grafico 14: Espécimes clinicos coletadas nos hospitais participantes correlacionadas com

Dados de prontuarios de pacientes internados no HEM e HJK

Cadigo S|Id Cidade Profissao Amostra | Doenga de Tratamento H| 6 | Microrga | Microrganis
UFMGCB e | ad biolégica | base I | b | nismo mo biol.
x| e Vi Molecular
Amostra/ o t | HEM
o
Isolados
UFMGCB
8LFG
28158
HEM
AMO
(aspira meropenem,
do vancomicina, Candida
medula Polimixina E, Candida | albicans
M| 48 | BH Sem infor. | 6ssea) SIDA AnfotericinaB | S| S| albicans
UFMGCB S
Borra azitromicina +
10 LFG lamivudina+ Candida Candida
30286 M| 49 | BH cheiro escarro SIDA +IRA Efavirenz N | albicans albicans
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HEM
UFMGCB
16 LFG Meningite Candida
31126 pneumocoéci | meropenem e Candida glabrata
HEM 54 | BH Sem infor. | Urina ca vancomicina spp.
UFMGCB ceftriaxone +
claritro +
21 LFG Bactrim + Candida
32846 RHZE dubliniensis
HEM (rifampicina+
Infeccdes isoniazida+
Sabara associadas
Aspirado | ao HIV, pirazinamida + Candida
29 Sem infor. | traqueal | tuberculose etambutol) spp.
UFMGCB
30 LFG oseltamivir,
36544 ceftriaxona,
HEM Sindrome claritromicina Candida Candida
58 | ltauna Sem infor. | Urina respiratoria meropenem albicans albicans
UFMGCB
33 LFG
40711
HEM Infecdes
associadas Insulina,
ao HIV, DM, | metrocloprami
hiponatremi da,
a, IRA, ITU, lamivudina+
pneumonia, tenofovir+Efav Candida Candida
55 | BH Costureira | urina meningite irenz albicans glabrata
UFMGCB
35LFG
39278 Conta Aposenta
HEM piperacilina + Candida K.
68 | gem do urina ITU tazobactam spp. marxianus
UFMGCB
38 LFG
36907/1 fibrose
HEM pulmonar
Aposenta avancada+ polimixina+
aspirado | pneumonia vancomicina + Candida Candida
75 | BH do traqueal avangada meropenem albicans albicans
UFMGCB
39 LFG lamivudina+
372571
HEM Aspirado | SIDAe TB tenofovir+Efav Candida Candida
48 | BH sem infor. | traqueal | disseminada | irenz, RHZE albicans albicans
UFMGCB 38 | Ribeirdo | Sem Infeccdes metrocloprami Candida Candida
das associadas da, meropem, albicans albicans
43 LFG infor. ao midazolan,
36708/1 Neves noreprinefrina
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HEM HIV
escarro
UFMGCB 38 | Ribeirdo | Sem Infecgdes metrocloprami Candida Candida
das associadas da, meropem, albicans albicans
43 LFG Infor. ao midazolan,
36708/3 Neves noreprinefrina
HEM HIV
escarro
UFMGCB 49 | Serrada | Trabalha Lavado claritromicina, Candida Candida
Saudad dor rural brénquio ceftriaxona, albicans albicans
46 LFG e tuberculose RHZE
39608/1 alveolar e derrame
HEM pleural
UFMGCB 49 | Serra Trabalhad Lavado claritromicina, Candida Candida
or rural brénquio ceftriaxona, albicans albicans
46 LFG da tuberculose RHZE
39608/2 Saudad alveolar | e derrame
HEM e pleural
UFMGCB 70 | BH aposenta hepatites Meropenem, Candida Candida
insulina, albicans albicans
47 LFG da virais, DM metronidazol,
49113/2 norfloxacino,
HEM urina insulina
UFMGCB 54 | BH representa Meningite meropenem e Candida Candida
nte pneumocdci | vancomicina albicans albicans
49 LFG ca
45637/1 aspirado
HEM traqueal
UFMGCB pintor RHZE, Candida Candida
bactrim, spp. tropicalis
51 LFG Infecgbes clindamicina
45543/3 Vespasi associadas
HEM 48 | ano Fezes ao HIV
UFMGCB servente amitriptilina, Candida Candida
atazanavir, albicans albicans
57 LFG lamivudina
51064/1 Conta aspirado | Linfadenopa
HEM 43 | gem traqueal | tias
UFMGCB 61 | BH sem. Infor Infeccdes RHZE,3TC(la Candida Candida
associadas mivudina), albicans albicans
60 LFG ao HIV EFV(Efavirenz
51621/1 )
HEM urina
UFMGCB 36 RHZE, bactrim Candida Candida
albicans albicans
61 LFG
50803/1 servigco encefalopati
HEM BH gerais urina a, SIDA
UFMGCB 69 sabutamol, Candida Candida
diazepam, albicans albicans
66 LFG insulina
54050/1 Aposenta aspirado | pneumonia,
HEM BH do traqueal DM
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UFMGCB 69 | sem Aposenta choque insulina, Provavel Candida
infor. da séptico diltiazem, C. krusei glabrata
69 LFG noradrenalina
57203/1
HEM urina
UFMGCB 28 | BH sem infor. SIDA, RHZE, bactrim Candida Candida
encefalopatia albicans albicans
73 LFG
50570/1 aspirado
HEM traqueal
UFMGCB 36 | BH Servigo encefalopati | RHZE, bactrim Candida Candida
gerais a, SIDA albicans albicans
74 LFG
50886/1 aspirado
HEM traqueal
UFMGCB 34 | BH Autdbnoma candidiase tenoflur+ Candida Candida
disseminada | lamivudina, albicans albicans
75 LFG , SIDA anidulafungina
50684/1 , micafungina
HEM escarro
UFMGCB 34 | BH Autdbnoma candidiase tenoflur+ Candida Candida
disseminada | lamivudina, albicans albicans
75 LFG , SIDA anidulafungina
50684/2 , micafungina
HEM escarro
UFMGCB 64 | Vespa Doméstica pneumonia Ceftriaxona Provavel Candida
siano +claritromicina C. krusei glabrata
78 LFG
126/1 swab
HEM retal
UFMGCB 53 | Séo Do lar doengas ceftriaxona, Candida Candida
José da bacterianas ampicilina albicans glabrata
80 LFG Lapa
8271
HEM urina
UFMGCB 51 BH Aposenta doengas vancomicina, Candida Candida
do bacterianas merpenem albicans albicans
81 LFG
920/3 ponta de
HEM cateter
UFMGCB 51 BH Aposenta doengas vancomicina, Candida Candida
do bacterianas merpenem albicans albicans
82 LFG
918/1
HEM urina
UFMGCB 69 | Ipane Aposenta arboviroses, metrocloprami Candida Candida
do febres da, albicans albicans
84 LFG Ma hemorragicas | noreprinefrina,
4245/2 aspirado
HEM traqueal meropenem
UFMGCB BH Cabelelei midazolam, Candida Candida
Pneumonia, | ranitidina, spp. albicans
85 LFG ro infecgbes enoxaparina
4478/1 aspirado | associadas
HEM 34 traqueal | ao HIV
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UFMGCB Sem infor. insulina, Candida Candida
ranitidina, albicans albicans
86 LFG fentalina,
6896/1 aspirado | Pneumonia, osentamivir
HEM 51 | BH traqueal DM
UFMGCB ritonavir, Candida Candida
Pneumonia, sulfametazol e albicans albicans
89 LFG infecgdes trimetoprina
12150/1 associadas
HEM 21 | BH estudante escarro ao HIV
UFMGCB levofloxacino, Candida Candida
tenofovir, albicans albicans
97 LFG lamivudina
6054/1 Desem
HEM 41 | BH pregado escarro Cefaleia
UFMGCB 67 | BH Aposenta doengas insulina, Candida Candida
do associadas carvedilol, albicans albicans
98 LFG ao fluconazol,
7000/1 sulfametoxazo
HEM escarro HIV I+ trimetropina
UFMGCB 49 | BH sem infor. infecgdes azitromicina, Candida Candida
associadas lamivudina, albicans albicans
99 LFG ao HIV Efavirenz
9787/1
HEM escarro
UFMGCB 62 | BH Taxista infecgdes noradrenalina, Candida Candida
associadas ceftriaxona, albicans albicans
101 LFG ao HIV bactrim
19875/1
HEM urina
UFMGCB 35 | Sarze amitriptilina, T nao Candida
NF(tenofovir)+ identifica albicans
109 LFG Do LAM(lamivudi do
12482 na)+
HEM escarro
EFV(efavirenz
HIV com )
infecgdes
Sem infor. multiplas
UFMGCB 37 | BH TNF+LAM, Candida Candida
HIV com albicans albicans
110 LFG complicagde | Atazanavir
12842 s
HEM Sem infor. escarro bacterianas
UFMGCB 34 | Conta choque Dormonid, Candida Candida
gem séptico, atracurio albicans albicans
111 LFG colite e
31216 auténo quadro
HEM respiratorio
mo urina grave
UFMGCB 53 | Conta infecgdes tenofovir+lami Candida Candida
associadas vudi na, albicans albicans
112 LFG Gem ao HIV ritonavir,
17677 metoclopramid
HEM sapateira escarro a
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UFMGCB | M| 37 | BH sem HIV com sulfametazol+t | S| S| Candida Candida
complicagde | rime toprina, albicans albicans
117 LFG Infor. sde doengas | fenitina,
31928 Swab bacterianas nortriptilina,
HEM oral a ritonavir
UFMGCB | F| 26 | BH Desem doengas sulfametazol+ | N| N | Provavel Candida
infecto Candida albicans
120 LFG pregada contagiosas e | trimetoprina, albicans
2454 HEM parasitaria azitromicina ,
ceftriaxona,
metrocloprami
escarro da
UFMGCB | M| 34 | Conta Autbéno choque dormonid S| S| Candida Candida
gem séptico, atracurio albicans albicans
123 LFG mo colite e
31848 quadro
HEM respiratorio
urina grave
HJK
Cad. S|id Cidade Profisséo Amostra | Doenga de Tratamento H| O| Microrga | Microrganis
Amostra e| ad biolégica | base I | b | nismo mo biol.
X | e Vi Molecular
o t | HIK
o
UFMGCB | M Infecgdo de losartan, N Candida Candida
pele, tecido enoxaparina, krusei glabrata
1LFG subcutaneo amoxilicina,
11112/2 faceiste, metoclopramid
HJK gangrena, a,
Aposenta escolopamida
62 | BH do urina N
UFMGCB | M Infecgéo de losartan, N Candida Candida
pele, tecido enoxaparina, krusei glabrata
1LFG subcutaneo amoxilicina,
\11112/3 faceiste, metoclopramid
HJK gangrena a,
Aposenta escolopamida
62 | BH do urina N
UFMGCB | F Doenga vancomicina, N Candida Candida
crénica izoniazida, albicans albicans
4LFG pulmonar rifampicina,
10599/2 Aposenta sem obstrutiva amitriptilina
HJK 76 | Ibirité do infor. S
UFMGCB | M Tuberculoso | Ceftriaxona N Candida Candida
e etilista, metocloropra albicans albicans
15 LFG DM mida, insulina,
1252/1 sem norepinefrina,
HJK 44 | BH Porteiro infor. N
UFMGCB | M Choque aciclovir, N Candida Candida
hipovolémic insulina, albicans albicans
17 LFG o, cirrose, ranitidina,
1650/1 sem etilismo salmetrol
HJK 50 | BH sem infor. infor. S
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UFMGCB | M Sem infor. Sindrome de | Carvedilol , N Candida Candida
Sao Joa angustia insulina, albicans albicans
18 LFG respiratoria amoxicilina,
1755/1 R | quimde sem metrocloprami
HJK N | Bicas infor. da N
UFMGCB | M| 72 H1N1, meticona, N Candida Candida
septicemia, metroclorapra albicans albicans
20 LFG insuficiéncia | mida,
1381/1 cardiada escopolamina,
HJK ondansetrona,
Aposenta sem Hipertesao meropenem,
BH do infor. atenolol S

Tabela 17: Dados dos prontuarios dos pacientes que estiveram internados nos hospitais Eduardo de
Menezes e Julia Kubitschek.

Os pacientes internados tiveram como doenga de base SIDA (AIDS), doencgas
associadas ao HIV, IRA (insuficiéncia respiratéria aguda), ITU (infeccdo do trato
urinario), fibrose pulmonar avangada, candidiase, pneumonia, diabetes, tuberculose,
meningite bacteriana, meningite, derrame pleural, hepatite viral, doenga parasitaria,
faceite, doenga pulmonar obstrutiva crénica, febre hemorragica, cefaleia, gangrena,
choque hipovolémico, linfadenopatia, cirrose, choque séptico, encefalopatia, colite,
sindrome respiratéria, arbovirose, hiponatremia, H1N1.

Ademais para os tratamentos das doencas citadas acima foram utilizados os
seguintes farmacos: meropenem, vancomicina, clindamicina, claritromicina,
amicacina, ceftriaxona, polimixina, bactrim, sulfametazol, trimetropina, piperacilina,
anfotericina B, primaquina; (rifampicina+isoniazida+pirazinamida e etambutol) RHZE;
Oseltamivir, (tenofovir + lamivudina + efavirenz, ) TDF + 3TC + EFZ ; amitriptilina;
metocloropramida, diazepam, salmetrol, norepinefrina, insulina, midazolan. Uso de,
carvedilol, aciclovir, ranitidina, noradrenalina, tazobactam e atenolol. Sendo os mais
utilizados meropenem e lamivudina com 6,93%; insulina 5,78%; metaclopramida,
RHZE e ceftriaxona 5,2%; tenofovir 4,62%; vancomicina 4,04%; efavirenz e bactrim
3,46% e claritromicina 2,89%.

Os resultados de identificacdo dos hospitais colaboradores Hospital Eduardo
de Menezes e Hospital Julia Kubitschek, correlacionados com os resultados de

identificacao por biologia molecular (Tabela 18).
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Identificagdo presuntiva/ identificagdo molecular
Identificagéo Identificagdo molecular Comparativo (%)
CHROMagar Candida®
C. albicans <> C. albicans 74,52
C. albicans <—> C. glabrata 3,92
Provavel Krusei <> C. glabrata 3,92
C. Krusei <—> C. glabrata 3,92
Provavel albicans <——> C. albicans 1,96
N&o identificado <—> C. albicans 1,96
Candida spp. <> C. albicans 1,96
Candida spp. “~—> C. glabrata 1,96
Candida spp. <«—> C. dubliniensis 1,96
Candida spp. <> C. tropicalis 1,96
Candida spp. <> K. marxianus 1,96

Tabela 18: Correlacao entre as identificacées dos hospitais colaboradores e de biologia molecular.

7 DISCUSSAO

No presente estudo verificamos a importdncia do uso do CHROMagar
Candida® para, principalmente, o correto isolamento das amostras, pois das
amostras recebidas dos hospitais colaboradores observamos em algumas amostras
a presenga mais de uma espécie de levedura. O meio CHROMagar Candida®
mostrou também ser um importante método diferencial no auxilio para a identificacéo
de leveduras isoladas. Este meio facilita o reconhecimento de culturas mistas de
leveduras em uma unica placa de isolamento, mas fornece também indicagao para
identificacdo subsequente, através da cultura pura (ODDS e BERNAERTS,1994).

Utilizando o CHROMagar Candida®, também verificamos que houve um
percentural de 80,40%, dos resultados de Candida albicans que foram compativeis
aos resultados de biologia molecular, assim como outros estudos que usaram

métodos para identificar leveduras, incluindo testes fenotipicos, como cultura e
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exame microscopico, e as caracteristicas da cultura com base no aspecto da
colénia. O CHROMagar Candida® pode ser usado para auxiliar na identificacdo de
algumas espécies do género Candida, baseado em cores fortemente contrastadas,
no entanto os métodos moleculares permitem resultados mais precisos, em
comparagao com as técnicas convencionais (AL-TEKREETI et al., 2018).

No presente trabalho observamos que a utilizacao de métodos moleculares
sdo de extrema importancia para identificacdo entre as espécies C. dubliniensis e C.
albicans, pois segundo varios autores foi relatado as dificuldades na diferenciacao
de ambas, devido & similaridade fenotipica das duas espécies (MAHELOVA e
RUZICKA, 2017). Por exemplo, ambos isolados foram identificados presuntivamente
como C. albicans utilizando o meio cromogénico, no entanto, apds a identificagéo
molecular observamos que o isolado UFMGCB 21 LFG 32846 HEM, identificado
como C. albicans pelo CHROMagar Candida®, tratava-se de C. dubliniensis. Outros
autores ja observaram que tanto C. albicans e C. dubliniensis produzem o tubo
germinativo, clamidésporos e crescem em CHROMagar Candida®, como colbnias
verdes (STEFANIUK et al., 2017). Dudiuk e colaboradores (2017) sugeriram as
sequéncias da regido ITS como principal ferramenta na identificacdo das duas
espécies. No presente trabalho utilizamos o sequenciamento da regido D1/D2 da
subunidade maior do DNA.

As amostras clinicas analisadas no presente estudo foram variadas, como 41
amostras de urina, 26 amostras de escarro, 26 de amostra aspirado traqueal, 9
amostras de sangue, 3 amostras de lavado brénquio alveolar, 2 amostras de bidpsia,
2 de aspirado de medula 6ssea, 2 amostras de liquido peritoneal, 1 amostra de
swab oral,1 amostra de swab retal, 1 amostra de fezes, 1 amostra de liquido pleural,
1 amostra ponta de cateter, 1 amostra de swab de orofaringe e 1 amostra de swab
de narina direita. As leveduras foram provenientes de 129 pacientes, com 151
isolados, com 51 isolados identificados. O estudo teve como base pacientes
imunocomprometidos, com idade entre 1 més a 85 anos, de idade média 46,80
anos. Um dos isolados foi identificado como C. dubliniensis com percentual de
1,96%. Um estudo nos Estados Unidos em 2002, houve um total de 205 isolados de
amostras, incluindo, 52 amostras de urina, 16 espécimes vaginais, 42 amostras de
sangue, 44 do trato respiratério espécimes, 16 espécimes de feridas superficiais, 14
amostras de liquido do ouvido e timpanico,15 amostras de feridas profundas, 2
amostras de liquido pleural , 1 amostra de fezes, 2 amostras de ponta de cateter
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venoso central e 1 amostra de olho. Estes as amostras representaram 183 pacientes
com idades entre 6 semanas a 19 anos (média, 6,6 anos). Esses pacientes
representavam tanto imunocomprometidos quanto imunocompetentes. Foram
identificados como C. dubliniensis um total de 14 isolados (6,8%). Esses isolados
foram obtidos de 14 diferentes pacientes com culturas de varios locais anatdmico
(KIM et al., 2003). Contudo, observamos que o estudo nos Estados Unidos em
relacdo aos dados do presente estudo apresentam variedades de espécimes
clinicos, quantidade significativa de isolados. No entanto, o presente estudo se
baseou em pacientes imuncomprometidos e teve também uma variante com relacéo
a idade do publico estudado.

No presente estudo verificamos a importancia de usar metodologias de
Biologia molecular para identificar os isolados cedidos pelos hospitais co-
participantes pela limitagdo em identificar utilizando apenas a metodologia no caso
uso de CHROMagar Candida®. Assim podemos demonstrar o quanto € importante a
utilizacdo de uma metodologia eficaz para auxiliar nas identificagdes dos isolados
como os nao identificados, Candida spp., como também por exemplo, provavel
Candida krusei, etc. Em estudo realizado por Javari et al. (2017), foram analisadas
amostras de leveduras de uma universidade no Japao. Neste estudo os autores
compararam o método de CHROMagar Candida® com método de biologia molecular
PCR-FRLP e PCR-FSP, onde verificou que CHROMagar Candida® identificou as
seguintes espécies: C.albicans 27,6%, C. tropicalis 4,6%, C. krusei 1,1% e Candida
spp. 66,7%. No entanto, utilizando a metodologia de PCR foi possivel identificar
melhor as espécies, sendo que em apenas 4,6% (método PCR FRLP) e 8,0%
(método de PCR FSP) das leveduras nao foi possivel chegar em nivel de espécie.
Em paralelo com o presente trabalho, verificamos assim, a importédncia do uso
metodologias de biologia molecular para identificar corretamente as leveduras.
Sendo que, para as leveduras em que nao for possivel encontrar a espécie
utilizando somente o PCR, muitas vezes é necessario utilizar o sequenciamento
molecular (KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011; FILIPPIS et al., 2017; FURLAN,
STEHLING E PITONDO-SILVA, 2017).

No estudo realizado por Neufel e colaboradores, 2015 revela os espécimes
clinicos colhidos dos pacientes em relagdo ao agente etiolégico identificado pelo
método de CHROMagar Candida®. Esses dados correspondem a ponta de cateter/
C. albicans 62,5%; urina/ C. albicans 56,6%; trato respiratorio/C. albicans 48%.
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Contudo observamos no presente estudo os isolados identificados por CHROMagar
Candida®, nos quais os espécimes clinicos do trato respiratorio (escarro, aspirado
traqueal e lavado brénquio alveolar) somam percentual de 43,15%, espécimes
clinicos de urina tem percentual de 19,61% e ponta de cateter com 1,96%, tendo
como agente etiolégico identificado C. albicans nos trés espécimes. Logo,
observamos indices de espécimes clinicos do trato respiratério sdo pouco
divergentes, entretanto ha maior divergéncia com relagdo aos espécimes clinicos
urina e ponta de cateter comparando ambos os estudos. No entanto, no presente
estudo, os isolados sao identificados por biologia molecular, nas quais prevalecem
espécimes clinicos do trato respiratério como (lavado brénquio alveolar, escarro e
aspirado traqueal) tendo como agente etioldgico identificado C. albicans somando
um total de 49%. Este indice corrobora estudo realizado por Neufel e colaboradores,
2015, embora o meio de identificagdo ndo seja os mesmos. No entanto, os dados
dos espécimes clinicos de ponta de cateter e urina também divergem com o
presente estudo.

A identificacdo de espécies de Candida com métodos convencionais sao
muitas vezes demorados e dificeis de executar, desta forma observa-se também a
importancia do uso de métodos automatizados, avancados e moleculares,
importantes no desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas e auxiliando
assim, na melhor conduta no tratamento do paciente (SUDHAN et al., 2016). O
diagndstico preciso de infeccdes por Candida é uma tarefa dificil e facilitar a
identificacdo € beneficiar intervengbes precoces, que favorecem o pacientes
(DELALOYE e CALANDRA, 2014).

Este trabalho demonstrou que, na maioria dos isolados identificados pelo
método de biologia molecular, houve prevaléncia da espécie C.albicans,
corroborando com estudos citados anteriormente (DE PAULA et al.,, 2015;
JUNQUEIRA et al.,, 2012; MAURYA et al.,, 2013). Neste trabalho a C.albicans
demonstrou ser a mais prevalente, seguida por C. glabrata, C. tropicalis, C.
dubliniensis e Kluyveromyces marxianus. Em um estudo realizado em um hospital no
QAtar foram isolados de 289 pacientes, as sequintes leveduras: C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, Clavispora (Candida) Iusitaniae, C.
orthopsilosis, C. dubliniensis, Pichia kudriavzevii (C. krusei), C. pararugosa, C.
famata, C. bracarensis, Yarrowia (Candida) lipolytica, Saccharomyces cerevisiae ,
Pichia ohmeri, Kluyveromyces marxianus, C. guilliermondii (TAJ-ALDEEN et al.,
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2018). Este estudo no Qatar demonstra a prevaléncia de C. albicans, C. glabrata, C.
fropicalis e a presenca também de C. dubliniensis, além da presengca de
Kluyveromyces marxianus como agente infeccioso em humanos, corroborando com
o recente estudo realizado segundo (FARMAKIOTIS e KONTOYIANNIS, 2017), em
uma avaliagao hospitalar envolvendo pacientes com 116 doengas hematoldgicas na
Universidade do Texas, C. kefyr (teleomorfo: Kluyveromyces marxianus), foi 117
vezes relatada recentemente como um patdégeno emergente, com proeminente
sazonalidade de verao.

Esta espécie Kluyveromyces marxianus, foi descoberta por volta dos anos de
1971 por Van der Walt (1971), pertencente ao Género Kluyveromyces. Esta espécie
de levedura é utilizada na agricultura e alimentos, como exemplo, o uso
frequentemente da espécie usada pela industria de laticinios para devido a sua
capacidade de fermentar lactose, etanol de proteina e combustivel do soro de
queijo. A endo-poligacturonase de Kluyveromyces marxianus € utilizada de forma
experimental para eliminar a neblina de pectina de suco de mag¢a (Gomez-Ruiz et al.
1988). Por outro lado, a espécie foi identificada como o agente de uma putrefagéo
na cebola (KURTZMAN, FELL, BOEKHOUT, 2011). Importancia clinica: Parece que
€ raramente isolado em material clinico, e humano, além dissso, kluyveromyces
marxianus tem seu genoma inteiro sequenciado. (KURTZMAN, FELL, BOEKHOUT,
2011).

O que se sabe que a levedura kluyveromyces marxianus esta presente na
producédo de determinados alimentos, como Kefir que difere de outros iogurtes por
conter mais de 20 espécies de levedura, entre elas Kluyveromyces marxianus,
incluindo fermentacdo de lactose. Varios estudos recentes tem investigado, além
dos inumeros beneficios para a saude, a falta de conhecimento sobre sua seguranca
para o hospedeiro. O uso de probidticos podem ser especialmente perigosos em
populagcbes com alto risco de infeccdo, como pacientes imunocomprometidos e
idosos ( LIM et al., 2019).

ISHITANI e colaboradores, 2017, se baseiam no codigo Garbage para seu
estudo realizado em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, cujo sdo classificadas
neste codigo, doencas de causas mal definidas, e diagndsticos incompletos, no qual
os individuos evoluiram para obito. Exemplos de causas de O&bitos como:
septicemias, doencas hipertensivas, hemorragicas ou isquémicas, doencas

cerebrovasculares nao especificadas, insuficiéncia cardiaca, pneumonias, demais
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causas perinatais, causas externas como eventos de intencdo indeterminada,
causas mal definidas, anomalias congénitas, acidentes de transito nao
especificados. Foram considerados todas as faixas etarias e o total de individuos
que evoluiram para o 6bito. Neste estudo a cidade de Belo Horizonte comparada a
outras cidades, notificou maior numero de 6bitos com 40% de mortes. No presente
estudo, 25% dos individuos evoluiram para o6bitos e considerando as doencas
compativeis com as do codigo Garbage, encontramos septicemia, pneumonia, febre
hemorragica, choque hipovolémico, hipertensdo. Tanto o estudo de ISHITANI e
colaboradores, 2017 e o presente estudo, corroboram de certa forma por
demonstrarem indices percentuais de obitos muito divergentes.

Os pacientes internados tiveram como doenga de base SIDA (AIDS), IRA
(insuficiéncia respiratéria aguda), ITU (infeccado do trato urinario), fibrose pulmonar
avancada, pneumonia, tuberculose, sindrome de angustia respiratéria, doenca
crénica pulmonar, etilista crénico, choque hipovolémico, cirrose hepatica, septicemia,
epigastralgia, ressecgao da préstata, esofagite, disfagia.

No comparativo cidade/profissdo foi verificado que em Belo Horizonte teve
maior indice de profissdo sem informacgao, isso se deve ao fato de muitos pacientes
nao declararem sua profissdo no ato da inscricdo no processo de internacéo,
segundo informacdo dos funcionarios do setor de internagdo dos hospitais
colaboradores. Observou-se também um grande indice de aposentados em Belo
Horizonte, fato esse, que pode ser um indicativo que pessoas idosas estao sendo
mais acometidas por doencgas infecciosas (CORREA et al.,, 2019; HORDONHO,
DOS SANTOS e POWELL, 2019).

Ha prevaléncia de pacientes de adultos de 31 a 50 anos com 45,11%, com
pacientes adultos, seguidos de adultos/idosos com faixa etaria de 51 a 70 anos,
percentual de 39,21%, corroborando com estudo em Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil,
2015, no qual demonstrou a prevaléncia de adultos e idosos com faixa etaria de 41
a 60 anos, representando 41% dos pacientes; e o percentual de 24% eram 61 a 80
anos, demonstrando a prevaléncia de adultos e idosos. (ARRUA et al, 2015). A
meédia de idade das pessoas acima de 60 anos € de 67,57 anos, com porcentagem
de 27,45% de idosos no presente estudo.

Foi diversificado o publico estudado nos hospitais co-participantes, com maior
abrangéncia nas doencgas de base, como doengas associadas ao HIV, entre outras.
Houve maior numero dos pacientes com HIV, exceto no hospital Julia Kubitschek,
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onde nenhum dos pacientes possuiam o virus. A maioria dos pacientes no geral,
evoluiram para obito e a maioria dos pacientes residem em Belo Horizonte e regido

metropolitana, assim como houve relativa variagdo com relagao as profissdes.

8 CONCLUSAO

No presente estudo, verificamos a prevaléncia da espécie Candida albicans,
seguida da Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida dubliniensis e
Kluyveromyces marxianus na infecgoes por leveduras.

Verificou-se também pouca diferenca nos resultados dos isolados do método
presuntivo pelo meio CHROMagar Candida® entre os resultados dos hospitais co-
participantes, Hospital Eduardo de Menezes e Julia Kubitschek com relagdo ao
resultado pelo método presuntivo através do meio CHROMagar Candida®, obtido
no Laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos, ICB,
UFMG, entretanto, houve maior diferengca entre os resultados presuntivos em
relagcao aos resultados por biologia molecular.

Confirma-se o quao importante € o uso de métodos mais avangados e atuais
na identificacdo de isolados, como no caso do achado incomum de Kluyveromyces
marxianus, isolados nao identificados, de provaveis microrganismos. Por estes
exemplos, confirmou-se mais uma vez ser a melhor escolha para identificacdo de
isolados clinicos, embora n&o se encontra disponivel em laboratério de Analises
Clinicas em geral. Contudo, a biologia molecular permite melhor direcionamento e

conduta no tratamento do paciente pela precisao na identificagao do isolados.
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traqueal albicans
95 LFG spp.
14303/1
HEM
UFMGCB aspirado Candida Néo -
traqueal identificado
95 LFG spp.
14303/2
HEM
UFMGCB lavado Candida Néo -
brénquio identificado
9% LFG alveolar Spp-
14059/1
HEM
UFMGCB lavado Candida Néo -
brénquio identificado
9% LFG alveolar Spp-
14059/2
HEM
UFMGCB escarro Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
97 LFG
6054/1
HEM
UFMGCB escarro Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
98 LFG
7000/1
HEM
UFMGCB escarro Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
99 LFG
97871
HEM
UFMGCB sangue Candida Candida
tropicalis
100 LFG spp.
19874/1
HEM
UFMGCB urina Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
101 LFG
19875/1
HEM
UFMGCB aspirado Provavel C Néo -
traqueal .krusei identificado

102 LFG
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19902/1
HEM
UFMGCB aspirado Provavel C. Néo
traqueal krusei identificado
102 LFG
19902/2
HEM
UFMGCB urina Nao Candida
identificado tropicalis
103 LFG
30645/1
HEM
UFMGCB lavado Provavel C. Néo
brénquio krusei identificado
104 LFG alveolar
19849
HEM
UFMGCB urina Candida Candida
tropicalis
105 LFG Spp.
22399/2
HEM
UFMGCB urina Candida Candida
albicans albicans
106 LFG
25820/1
HEM
UFMGCB urina Candida Néo
albicans identificado
106 LFG
25820/2
HEM
UFMGCB aspirado Candida Néo
traqueal identificado
107 LFG spp.
26062/1
HEM
UFMGCB aspirado Candida Candida
traqueal tropicalis
107 LFG spp.
26062/2
HEM
UFMGCB urina Candida Candida
tropicalis
108 LFG spp.
26377

HEM
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UFMGCB escarro Nao Candida Candida albicans
identificado albicans
109 LFG
12482
HEM
UFMGCB escarro Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
110 LFG
12842
HEM
UFMGCB urina Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
111 LFG
31216
HEM
UFMGCB escarro Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
112 LFG
17677
HEM
UFMGCB aspirado Candida Candida -
traqueal albicans tropicalis
113 LFG
17715
HEM
UFMGCB escarro Candida Candida -
albicans albicans
114 LFG
18097
HEM
UFMGCB escarro Nao Candida -
identificado albicans
115 LFG
21061
HEM
UFMGCB escarro Nao Candida -
identificado albicans
116 LFG
23416
HEM
UFMGCB swab oral Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
117 LFG
31928
HEM
UFMGCB aspirado Candida Candida -
traqueal albicans albicans

118 LFG
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23832
HEM
UFMGCB urina Candida - Candida -
albicans albicans
119 LFG
29579
HEM
UFMGCB escarrro Provavel C. - Candida Candida albicans
albicans albicans
120 LFG
24454
HEM
UFMGCB aspirado Provavel C. - Candida -
traqueal albicans albicans
LFG 24829
HEM
UFMGCB | biopsiade | Provéavel C. - Candida -
Ulcera albicans albicans
122 LFG
26022
HEM
UFMGCB urina Candida - Candida Candida albicans
albicans albicans
123 LFG
31848
HEM
UFMGCB escarro Candida - Candida -
tropicalis
124 LFG spp.
27134
HEM
UFMGCB urina Candida - Candida -
tropicalis
125 LFG spp.
31905
HEM
UFMGCB urina - Provavel C. Candida Candida glabrata
krusei glabrata
1LFG
11112/2
HJK
UFMGCB urina - Provavel C. Candida Candida glabrata
krusei glabrata
1LFG

11112/3
HJK
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UFMGCB sangue Candida Candida
albicans
2LFG spp.
11640/1
UFMGCB liquido Candida Candida -
peritoneal albicans albicans
3LFG
102211
HJK
UFMGCB liquido Candida Candida -
peritoneal albicans albicans
3LFG
10221/3
HJK
UFMGCB urina Candida Candida -
albicans albicans
4LFG
10599/1
HJK
UFMGCB urina Candida Candida Candida albicans
albicans albicans
4LFG
10599/2
HJK
UFMGCB urina Candida Candida -
albicans albicans
4 LFG
10599/3
HJK
UFMGCB urina Candida Candida -
tropicalis
5LFG spp.
10157/1
HJK
UFMGCB urina Candida Candida -
albicans albicans
6 LFG
13247/1
HJK
UFMGCB sangue Candida Candida -
albicans albicans
7LFG
10518/1
HJK
UFMGCB sangue Candida Candida -
albicans albicans
7LFG

10518/3
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HJK
UFMGCB aspirado Candida Candida -
traqueal albicans albicans
8 LFG
10096/2
HJK
UFMGCB aspirado Candida Candida -
traqueal albicans albicans
8 LFG
10096/4
HJK
UFMGCB aspirado Candida Candida Candida albicans
traqueal albicans albicans
8 LFG
10096/8
HJK
UFMGCB aspirado Candida Candida -
traqueal albicans albicans
8 LFG
10096/9
HJK
UFMGCB aspirado Candida Candida -
traqueal albicans albicans
8 LFG
10096/10
HJK
UFMGCB aspirado Candida Candida -
traqueal albicans albicans
8 LFG
10096/11
HJK
UFMGCB liquido Candida Néao -
peritoneal albicans identificado
10 LFG
10114/1
HJK
UFMGCB liquido Candida Candida -
peritoneal albicans albicans
10 LFG
10114/3
HJK
UFMGCB sangue Candida Néo -
albicans identificado
11 LFG

15171/1
HJK
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UFMGCB sangue - Candida Néo -
albicans identificado
11 LFG
15171/2
HJK
UFMGCB aspirado - Candida Candida -
traqueal tropicalis
12LFG spp.
14352/2
HJK
UFMGCB sangue - Candida Néo -
identificado
13 LFG spp.
15505/1
HJK
UFMGCB urina - Candida Candida -
tropicalis
14 LFG spp.
14238/2
HJK
UFMGCB Nao - Candida Candida Candida albicans
informado albicans albicans
15 LFG
1252/1
HJK
UFMGCB Nio - Provavel C. Néo
informado krusei identificado
16 LFG
1252 HJK
UFMGCB Nao - Candida Candida Candida albicans
informado albicans albicans
17 LFG
1650/1
HJK
UFMGCB Nao - Candida Candida Candida albicans
informado albicans albicans
18 LFG
1755/1
HJK
UFMGCB Nao - Candida Candida -
informado tropicalis
19 LFG spp.
1337/1
HJK
UFMGCB Niao - Candida Candida Candida albicans
informado albicans albicans
20 LFG
1381/1




HJK
UFMGCB Nio Candida Candida
informado albicans albicans
21 LFG
1413/1
HJK
UFMGCB Nao Candida Candida
informado tropicalis
23 LFG spp.
3408/1
HJK
UFMGCB Nao Candida Candida
informado tropicalis
24 LFG spp.
4138/1
HJK
UFMGCB Nao Candida Candida
informado tropicalis
25 LFG spp.
4154/1
HJK
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Identificacdo das leveduras realizada pelos laboratérios de microbiologia dos hospitais colaboradores
Eduardo de Menezes (HEM) e Julia Kubitschek (HJK) e as identificagdes moleculares realizadas no
presente trabalho

ANEXO



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 80166617.2.0000.5149

Interessado(a): Profa. Susana Johann
Depto. Microbiologia
Instituto de Ciéncias Biolégicas- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 14 de margo de 2018, o projeto de pesquisa intitulado “ Leveduras
causadoras de micoses sistémicas oportunistas em Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil: identificacao em nivel de espécie
e perfil de susceptibilidade a antifingicos comerciais” bem como:

e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido.
O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.
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Profa. Dra. Vi\ﬁan Resende
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufimg.br
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