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RESUMO

As infeccdes fangicas em pacientes imunocomprometigrincipalmente em individuos
hospitalizados, que sdo submetidos a diferentes tile tratamento tém aumentado nas
tltimas décadas, sendo causa de mortalidade estte pacientes. O diagndstico da
infeccdo bem como a identificacéo correta do fuslgm dos testes de suscetibilidaale
vitro sdo importantes para controlar a doenca e poregondge evitar a morte. Neste
trabalho, foi realizada a identificagdo das espeaausadoras de candidemia em
pacientes portadores de doencgas hematoldgicasneedbs a transplantes de medula
0ssea provenientes do Hospital Aradjo Jorge naleida Goiania. Os principais fatores
predisponentes para aquisicdo de candidiasestavedale viruléncia inerentes ao micro-
organismo bem como a suscetibilidadevitro a diferentes antifingicos dos isolados de
Candidaforam verificados para estes pacientes. Amosifaga@s dos pacientes foram
coletadas e semeadas em agar “Brain Heart InfufidéSico e agar Sabouraud dextrose,
incubadas a temperatura ambiente e a 36°C, e absandiariamente. A identificacdo
das leveduras foi realizada através de cultivo gan éornmeal para verificar a producdo
de clamidoconidios, producao de tubo germinativoseno fetal bovino acrescido de 1%
de tweeen 80, inoculagdo em agar cromogénico, CH&faMe por métodos de
assimilacdo de hidratos de carbono. Os isoladdswvéeluras obtidos foram submetidos
aos testes de suscetibilidadevitro usando o método da microdiluicdo em caldo e Etest.
Testes de atividade hemolitica e de proteinasemfai@mbém realizados para estes
isolados. Das 410 amostras clinicas procedentdsidigacientes transplantados foram
identificadas onze leveduras do gén€andida sendo trés (3Candida albicanscinco

(5) Candida parapsilosis,uma (1) Candidatropicalis e duas (2)Candida spp. Os
isolados deC. parapsilosisforam suscetiveis a todos os antifungicos, engudois (2)
isolados deC. albicanse o deC. tropicalis (um) mostraram-se resistentes aos trés
derivados azolicos, fluconazol. Itraconazol e vamezol. As amostras déandidanédo
identificadas com relacdo a espécie foram susdgtace voriconazol e a caspofungina.
ndo apresentaram atividade hemolitica e ndo forapazes de secretar a enzima
proteinase. Neste trabalho pode-se concluir@uearapsilosidoi prevalente mostrando

a emergéncia de outras espécies ndo albicans agentea de candidiase e ainda que 0s
testes de suscetibilidade vitro sdo de grande importancia para que a terapiausafa

adequadamente evitando a morte dos pacientes.
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ABSTRACT

Fungal infections in immunocompromised patientpeerlly in hospitalized individuals,
which are submitted to differente types of treattrte&ave increased in recent decades and
are cause of death of these patients. The diagradsiedection as well as the correct
identification of the fungus, in addition to tirevitro susceptibility tests are important to
control the disease and thus avoid death. This w@dk conducted to identify the species
that causes candidemia in patients with hematologitignancies and in those submitted
to bone marrow transplantation from Araujo Jorgespital in the city of Goiania. The
main predisposing factors for the acquisition afdidiasis, the virulence factors inherent
to the microorganism, as well as timevitro susceptibility to different antifungal agents
of Candidaisolates were verified in this work. Clinical sde® from patients were
collected and cultived in brain heart infusion @abouraud agar dextrose and incubated
at room temperature and at 36°C. The identificatioyeasts was performed by culture in
cornmeal agar to check the chlamydospore produdigrgerm tube production in fetal
bovine serum plus 1% tween 80, by inoculation actfttomogenic agar, CHROMagar
and methods of assimilation of carbohydrates. Foties were subjected to hemolytic
activity and proteinase testing as well asirtovitro susceptibility testing using broth
microdilution and Etest methods. Of the 410 clihisamples originated from 144
transplant patients we identified eleven yeastduded three (3Candida albicansfive

(5) C. parapsilosis one (1)C. tropicalis and two (2)Candidaspp. All isolates ofC.
parapsilosis were susceptible to all antifungal agents, whi® t(2) isolates ofC.
albicansand one (1)C. tropicaliswere resistant to three azole derivatives, fluzoleg
itraconazole and voriconazolgandidaspp isolates did not show hemolytic activity, they
were not able to secrete the enzyme proteinasergttiey were resistant to fluconazole,
itraconazole and amphotericin B and susceptibagpofungin and voriconazole. In this
study we can conclude th@t parapsilosisvas prevalent, showing that the emergence of
Candidanon albicans. Besides we can conclude that in @treceptibility tests are of
great importance for the adequate therapy to aha@daleath of patients.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracfes Gerais/Justificativa

InfecgcBes fangicas invasivas (IFIs) tém emergide idmas duas décadas como
uma das principais causadoras de infec¢coes nosaspmiincipalmente em pacientes
com doengas imunolégicas graves, em especial tadooes de doencas hematoldgicas
e os transplantados de medula 6ssea (Karkowskdaekedel. 2009, Metin et al. 2011).
Estas infeccbes denominadas oportunisticas, saevdiicdo rapida, dificeis de
diagndstico ou diagnosticadas tardiamente, residtam crescente indice da taxa de
mortalidade entre estes pacientes (Cornely 200& W al. 2008).

Entre os fungos oportunistas responsaveis pelascgdés nosocomiais, as
espécies d€andidasao os principais agentes etioldgicos envolviddagmbo et al.
2007). Estas leveduras sdo as principais causaem&emia seguida de morte em
pacientes de Unidades de Terapia Intensiva (U&lsgupa o quarto lugar na etiologia
de todas as infec¢Bes da corrente sanguinea (REdleekema 2007, Mean et £&008,
Hollenbach 2008, Leroy et al. 2010).

Pacientes transplantados de medula 6ssea possueshfafores considerados de
risco, como o tempo de duracdo da neutropeniadesglicocorticoides e antibidticos
de amplo espectro, e rompimento da barreira muéneatos quais sao predisponentes
para a aquisicdo de candidiase invasiva (Cl) (Méaral. 2002, Hajjeh et akR004,
Richardson 2005, Karkowska-Kuleta et al. 2009).

Diante desta exposicao, o trabalho se propss Acagra incidéncia de candidiase
nos pacientes transplantados, assim como os piadgtores de risco envolvidos para
o desenvolvimento desta infeccao fungica, buscaledta forma uma terapia precoce

gue provavelmente reduzira a letalidade desteepias.

1.2. Reviséao Bibliografica

1.2.1. Leveduras do género Candida

Candidaé uma levedura que faz parte da microbiota doocbygmano e animais,
colonizando a pele e mucosas dos tratos digestivariréario, bucal e vaginal.
Atualmente existem cerca de duzentas leveduragidtad no géner€andida sendo



pouco mais de 20 espécies responsaveis por infecgbéomem. Estas leveduras sao
consideradas o principal grupo de fungos patégepostunistas, representando cerca
de 8-10% das causas de infec¢Oes sanguineas naas@mUTIs (Hossain et al. 2003,
Borg-von et al. 2007, Kumar et al. 2008, Karkowgkdeta et al. 2009, Negri et al.
2010a). Desta forma, candidiase é a maioria dassveée origem enddgena, ocorrendo
como conseqiéncia de um distarbio imunolégico depbldeiro e dos fatores de
viruléncia destas leveduras, que possuem habilidadeplonizar, penetrar e invadir o
tecido (Brown et al. 2007, Hollenbach 2008). Deraseespécies do génet@ndida
Candida albicangem sido ralatada como a mais prevalente, segi@a parapsilosis,

C. glabratg C. tropicalise C. krusei(Lu et al. 2004, Odds et al. 2006, Pfaller &
Diekema 2007, Panizo et al. 2009).

1.2.1.1 Fatores que Influenciam a Infeccéo por Candida

Alteracdo no sistema imunoldgico do hospedeiropisiderado um relevante
fator de risco predisponente a aquisicdo de casmbdinvasiva (Cl). Além destes
fatores relacionados ao hospedeiro, o préprio fuageesenta fatores de viruléncia

agravando ainda mais o estado de saude do pa(iRayord et al. 2008).

1.2.1.1.1 FATORES RELACIONADOS AO HOSPEDEIRO

Candidiase pode ocorrer como consequéncia do raenpimdo equilibrio
parasita-hospedeiro, desencadeado por alteracobarrara tecidual e na microbiota
autoctone e pelo comprometimento das defesas mmatcoano a imunoldgica. Em
enfermidades graves associadas a permanéncia gadBnem hospitais, ha uma
ocorréncia maior do rompimento deste equilibri@ayRird et al. 2008).

Pacientes que sofrem traumatismos constantes davjgfocedimentos médicos
invasivos, como uso de cateteres intravenososjcaatmparenteral, sondas e com
extensas queimaduras, sofrem alteracBes na supedfitelial ou de mucosas,
possibilitando a proliferagdo ou mudanca do sitiat@mico da levedura, contribuindo
para a instalacdo e infeccdo pBandida no organismo do hospedeiro (Pulcini et
al.2006, Celebi et al. 2007).

Pacientes que fazem uso de antibiéticos de ampglects tornam-se mais

propensos a infeccdo por estas leveduras. Ha nesses, supressdo da microbiota



bacteriana autéctone, permitindo maior proliferagae espécies deandida(Galvan &
Mariscal 2006, Pfaller & Diekema 2007).

Mecanismos mediados por imunidade celular e hunooradtituem uma eficiente
protecdo contra infeccées por leveduras do gé@amdida. Os tipos de imunidade
inata e adaptativa (celular e humoral) possuem apelgmportante na protecao contra
a infeccdo porC. albicans Imunidade inata através de neutrofilos e macasag
predomina na defesa do hospedeiro contra candideméuanto a imunidade celular
ativada predominantemente por citocinas das céelul@P4+, protege as mucosas de
infeccdo (Fidel 2002). Células natural killer (NKpmplemento, proteinas plasméticas
e células fagociticas como os macrofagos e nelasdfizem parte do sistema imune
inato sendo responsaveis primariamente pela caimeng invasdo do micro-organismo
(Ismail et al. 2002). Estas células podem atuarccantifingicos destruindo o patdogeno
ou ainda como estimuladoras do sistema imune adaptgproduzindo citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias além da apresentagdantigenos (Romani 2004).

Pacientes portadores de doencas graves como naeplasindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), de doencas hehdgicas e que sdo submetidos a
tratamentos quimioterapicos apresentam uma intefisanuicdo do numero de
neutrofilos, sendo, portanto altamente suscetiaeisfec¢des invasivas p&@andida
(Galvan & Mariscal 2006, Richardson & Lass-Fl6r D0

Linfocitos T apresentam uma acao de grande impcietdro processo de invasao
por Candida Em criangas com problemas no timo, principal érgarmador de
linfécitos T, e em pacientes com SIDA, nos quaisé@slas T CD4+ estdo reduzidas
verifica-se uma maior facilidade de aquisicao del@iase (Merz 1990).

Segundo Lee et al. (2003), a imunidade humoral paxidsém auxiliar na defesa
do hospedeiro conti@. albicans Anticorpos especificos podem aumentar o mecanismo
de defesa por opsonizar o patdégeno e portantoitdacé fagocitose, que é uma

importante parte da resposta imune celular.

1.2.1.1.2 FATORES RELACIONADOS AO MICRO-ORGANISMO

Candida albicanse espécies naalbicans possuem importantes fatores que
facilitam a sua multiplicagdo no hospedeiro postido a producédo de infecgdes.
Estes fatores estdo relacionados principalmentelesda ao tecido do hospedeiro,

capacidade de transformacdo de leveduras para, hitagabilidade de mudanca



fenotipica (fendmeno switching), producdo de exmeag hidroliticas e hemolisinas,
(Vargas et al. 2000, Fotedar & Al-Hedaithy 2003gNet al. 2010a)

O primeiro mecanismo de patogenicidade que o nugganismo apresenta é a
sua capacidade de adesdo a superficie da célutogjmedeiro. Os constituintes da
parede celular das leveduras do géri@gmadidacomoglucano, manoproteina e quitina,
nao possuem apenas a propriedade de dar a formtuesdta célula, mas também é o
local onde se inicia a interacdo entre 0 micro-oigyao e o meio ambiente (Calderoni
& Fronzi 2001) As proteinas existentes na parede celular do fuhgmominadas
adesinas permitem a sua aderéncia a receptoreacautares, como fibrinogénio,
fibronectina e laminina presentes nos tecidos hosmgMang 2003). As espécies de
Candidapodem aderir a superficies de dispositivos meédiomso o cateter, formando
biofilmes. A formacao destes biofilmes pode faailinfeccbes na corrente sanguinea
por estes micro-organismos. Além disso, € conhequ® biofilmes provavelmente
mudem a suscetibilidade dos fungos aos diferemi&siagicos, tornando-os resistentes
a terapéutica habitual (Chandra et 2001). C. parapsilosise C. albicanstém sido
constantemente descobertas como causadoras delerarai acreditando-se que esta
elevada frequéncia, principalmente quando se refel@. parapsilosis,pode ser
explicada pela alta capacidade desta espécie di adsuperficies plasticas como o
cateter (Paula et.al999, Dagdeviren et.@005).

A caracteristica dimorfica apresentada por espé@ésandidaesta diretamente
relacionada a patogenicidade destas levedurastpetmuma maior interacdo do fungo
com o hospedeiro (Birse et 4993). A formacgéo de hifas além de promover aséwa
da levedura para dentro da mucosa, também evitaaguzlulas d€€andida sejam
englobadas por macréfagos e neutrofilos, o quegmedinente contribui para o aumento
da viruléncia do fungo (Van Burik & Magee 2001, gaat al. 2003, Karkowska-Kuleta
et al. 2009).

A transicdo de leveduras para hifas pode ser infiaela por uma variedade de
condicBes ambientais incluindo resposta fisiolégicamperatura de 37°C, pH igual ou
superior a 7,0, concentracéo de CO2 de 5,5% ergaske fontes de carbono (Eckert et
al. 2007). A producado da forma unicelular é estadalpor temperaturas mais baixas e
pH mais &acido e altas concentragfes de glicosetéway & Bachewich 2006).

Variacdes na morfologia das col6nias Ceandida principalmente deC.albicans
caracteriza-se pela variabilidade fenotipica, denado fenémeno “switching” (Lian et

al. 2003 Laffey & Butler 2005) Esta mudanca fenotipica, provavelmente induz



alteragbes na fisiologia e patogenicidade do micganismo sendo considerado de
grande importancia na sua adaptacdo na mudancmlierde, durante a invasao no
organismo do hospedeiro (Lian et al. 2003; LaffeB@&ler 2005, Odds et al. 2006).

Dentre os atributos de viruléncia merece destaquercalucdo de enzimas
extracelulares como as proteinases e fosfolipasdabe( & Naglik 2002, Kadir et al.
2007). A relacdo entre a expressdo dos genes SABsndeccles invasivas tém sido
estabelecidas pafa. albicanse espécies naalbicans(Furlaneto-Maia et al. 2008A
atividade de proteinase deandida esta associada com uma familia de isoenzimas
proteinase aspartil secretora (sap), com peso mlateentre 35 e 50 kDa codificadas
pelos geneSAP1-10,que aumentam a capacidade do micro-organismo ldaizar e
penetrar nos tecidos do hospedeiro e evadir daosespmune (Naglik et al. 2003,
Naglik et al. 2004). As proteinases estdo assosiadbrmacdo de pseudomicélio, a
aderéncia e ao fendmeno “switching” em leveduradedida (Bektic et al 2001,
Naglik etal. 2003).

As fosfolipases sdo enzimas hidroliticas que emalgeatalisam a hidrolise de
fosfolipides, que sdo os maiores componentes dabraem celular do hospedeiro
(Vinitha & Mamatha 2011 A secrecdo de fosfolipase extracelular por espédées
Candida é considerada um atributo de viruléncia, pois indulesédo tecidual por
danificar os constituintes lipidicos da membrankulae do hospedeiro auxiliando a
invasdo da mucosa epitelial (Niewerth & Korting 20(Bamaranayake 2006a). A
fosfatidilcolina (lecitina) é um fosfolipide natligue funciona como substrato para as
guatro fosfolipases denominadas A, B, C e D. Afofimses A e B sdo as de maior
relevancia e as mais freqientemente estudadassfélipmse A, devido a presenca de
lisolecitina (produto téxico) tem o potencial destleir as membranas dos eritrocitos
(hemdlise). O encontro desta enzima no sitio dendgéo do broto da levedura e na
formacao do tubo germinativo possibilita uma maigiio de hidrolise dos fosfolipides
das membranas intracelulares. A fosfolipase B, éambontribui para a patogenicidade
das espécies deandidapor remover acidos graxos e degradar o tecidoodpddeiro
(Niewerth & Korting 2001). Os isolados d&andidaspp podem apresentar diferentes
niveis de atividade desta enzima. A producéo ebedadfosfolipase esta relacionada a
um aumento nos niveis de patogenicidade do miganismo, ja que os isolados que
possuem altas quantidades de fosfolipase apresentaen maior capacidade de

aderéncia e invasdo nas células do hospedeirdiiibiet al 1995, Shimizu et alLl996).



Pouco se conhece sobre a atividade hemolitica slaécies deCandidg mas
segundo Negri et al. (2010b), o potencial patogérde C. albicans pode estar
associado com a producdo de hemolisina. Muitos caggganismos patogénicos
utilizam a hemoglobina como fonte de ferro. A ampdis do ferro é essencial para a
sobrevida e capacidade de estabelecer infeccaoodéathospedeiro (Manns et al.
1994, Watanabe et al. 1999, Luo et al. 2001, Netgal. 2010b)C. albicanse outras
espécies naalbicanssecretam o fator hemolitico degradando a hemaugoftiuo et al.
2001, Furlaneto-Maia et al. 2008, Yigit & Aktas BQOA atividade hemolitica onde
podem ser detectados dois tipos de hemolisin&3§ € um atributo de viruléncia que
contribui para a disseminacdo da patogénes€atalida (Odds 1988, Franca et al.
2010).

1.2.2. InfecgBes causadas por Candida spp

As infeccbes causadas por leveduras do gé@ermlidadependendo do local da
lesédo, podem ser classificadas de duas formasitdisticandidiase superficial ou de
mucosa e candidiase profunda ou sistémica (Jd&yatleéamaranayake 2010).

Candidiase superficial é a infeccdo mais comum réemts candidiases,
acometendo a pele e mucosas, e normalmente é egusdll albicansgue € a espécie
comensal mais comum encontrada na boca, vagiroegastrointestinal de individuos
saudaveis (Samaranayake 2006b). Candidiase bucsdpmho ocorre principalmente
por um colapso na imunidade local do paciente, ensequéncia de traumatismo e
atrofia epitelial, apresentando placas esbrangagadritematosas e doloridas. Em
pacientes imunocomprometidos, como os portadoreSID#&, a candidiase bucal é
considerada um sinal clinico classico caractedstmmo pseudomembranosa,
eritematosa e hiperplasica (Samaranayake 2006atildkg & Samaranayake 2010).
Candidiase vaginal @ma infeccdo comum, semelhante clinicamente a d&sd
orofaringeana, apresentando prurido e episédiagataréncia. Na pele, a infec¢do se
manifesta nas dobras do corpo, incluindo os espatesdigitais das maos e pés,
enquanto as les6es de unhas podem ser graves baresdo e espessamento da borda
ungueal que se estende transversalmente pela léonir@ando-se distréfica e escurecida
(Jayatilake et al. 2009). Estas manifestacdescalénem decorréncia da invasdo da unha
por Candida spp geralmente apresentam padrbes clinicos espscifsendo que

paroniquia € o tipo mais comum e caracteriza-se pemprometimento da prega



ungueal proximal e lateral, resultando em tipidaimacédo e eritemaipad-Gonzales et
al. 2007; Jayatilake et al. 2009

Candidiase sistémica acontece preferencialmentpagientes com a imunidade
comprometida, onde o micro-organismo se disseminlaospedeiro através do sangue,
e pode se instalar em 6rgaos vitais como cérebragéo e rins e esta relacionada com
altas taxas de mortalidade nestes individuos l@k@& Samaranayake 20j10

O aumento na incidéncia de candidemia e de infecgi@sivas por espécies de
Candida ocorre devido a um conjunto de fatores. Pacieot#gos, internados por
longo periodo em hospitais principalmente em urédatk cuidados especiais, fazendo
uso de antibidticos e corticdides, administracdo akmentacdo parenteral,
neutropénicos e transplantados de medula O0ssea ) TpSsuem varios atributos de
risco para aquisicao de infeccao por estes furiggias leveduras séo responsaveis pela
maioria das fungemias em pacientes TMO, e reprasens fungos oportunistas mais
importantes implicados em infecgcbes nosocomiaisn@a& Marr 2007, Staber et al.
2007, Richardson & Lass-Florl 2008).

Leveduras do géne@andidapossuem caracteristicas especificas, as quais faze
com que determinados grupos de pacientes apreseumesn espécie determinada
(Alangaden 2011). Estudos epidemioldgicos realigapgor Gupta et al. (2004) em
pacientes internados em unidades de queimadurar égwllo et al. (2001) em
unidades geriatricas de curta duracéb, albicans foi 0 agente responsavel pela
transmissdo nosocomial, mostrando a natureza eaddesta infeccdo. Normalmente
esta € a espécie prevalente na maioria das infec(@kller & Diekema 2004,
Richardson & Lass-Flor 2008).

Espécies naalbicans como C. tropicalis C. parapsilosis,C. krusej e C.
glabrata, consideradas emergentes, tém surgido como causadigainfeccdes
invasivas nosocomiais, principalmente em paciemtesnados em UTIs (Hajjeh et al.
2004, Wisplinghoff et al2004, Richardson & Lass-Flor 2008).

C. tropicalisesta associada a pacientes com doencas hemats|Gggrpiida de
mucosite e neutropenia (Horn et al. 2009), enqué@ntparapsilosisesta relacionada
com candidemias em neonatos e pacientes transpdant@. parapsilosisja foi
detectada inUmeras vezes em maos de profissiopasaude e possui uma grande
capacidade de produzir biofilmes, sendo que est®ces apresenta surtos de
candidemia associados com cateter venoso centnaltrigdo parenteral (Alangaden
2011).



C. kruseiesté relacionada a doencas hematologicas e taataspbs de células do
sistema hematopoiético, enquanto em pacientes réidropénicos, a cirurgia
gastrointestinal e exposicdo prévia ao fluconaZzedta espécie intrinsecamente
resistente ao fluconazol produz um alto indice detatidade (Hachem et al. 2008,
Playfor et al. 2008, Horn et al. 2009, Sipsas .€2@09,).

C. glabrata mostra uma frequéncia maior de isolamento entréd@sos com
cancer e naqueles pacientes com exposicao préviu@mazol. Relatos de alguns
pesquisadores associam 0 uso de antibiéticos comaoa@micina ao isolamento desta
espécie (Hachem et al. 2008, Alangaden 2011). kespéwio albicans como C.
guilliermondii e C. rugosatém sido isoladas em surtos nosocomiais envolvendo
cateteres intravasculares sendo que resisténciflu@mazol é verificada em alguns

casos (Minces et al. 2009).

1.2.2.1 Infecgdes por Candida spp em Transplantados de MetiuOssea

Nos ultimos 40 anos, o transplante de células steraa hematopoiético ou TMO
tem sido adotado como tratamento curativo opcipash uma variedade de doencas
hematoldgicas graves, como leucemias, linfomasetomas O constante aumento de
transplantes, tem elevado o niumero de pacientesocomprometidos (Rosenhagen et
al. 2009, Rieger et al. 2009). Os TMO, tanto aleg&nquanto autdlogos, representam
uma parcela significante de pacientes que podemersoffeccdes fungicas (IF). O
tempo prolongado de neutropenia, disparidade genéitre doador e receptor,
presenca e tratamento da doenca do enxerto corntsmedeiro, uso de esteroides,
idade do paciente, rompimento da barreira mucoeat@nfalta de fluxo laminar nos
hospitais sdo fatores importantes para aquisic&aslanfeccdes (Post et al. 2007,
Brown 2007, Costa et al. 200Rieger et al. 2009, Nihtinen et al. 2010). Os paeie
transplantados do tipo alogénico apresentam mgeioo porque tem uma neutropenia
de maior duracdo, doenca de rejeicdo a enxertagesnf uso de corticoides por mais
tempo (Barnes e Marr, 2007).

A terapia para infec¢des fungicas invasivas (IFesstes pacientes ndo € bem
definida, no entanto, os derivados azdlicos e arifiha B tém sido usados muitas
vezes com eficicia nos casos de CI (White et &2R0A profilaxia realizada com
derivados azdlicos tem mostrado reducdo nas inéscgdvasivas porCandida e

consequentemente a incidéncia de infeccdo e a lidatdta por esta levedura,



apresentam uma reducdo na proporcéo de aproximatasth segundo Prentice et al.
(2000).

1.3. Agentes Antifungicos

Em conseqliéncia da similaridade bioquimica e fgich existente entre as
células fungicas e células humanas o arsenal tgiepéfungico disponivel para
tratamento da candidiase torna-se bastante limitadeaioria dos agentes antifiungicos
disponiveis, como os derivados azdlicos e anfotexiB, tem como alvo o ergosterol
que é um esterol da membrana celular fangica, qesup estrutura semelhante ao
colesterol presente na célula humana (Odtdsal. 2003). Medicamentos como as
equinocandinas, representam uma Otima alterna@ava p tratamento de candidiase.
Estes antifUngicos atuam sobre a parede celulagidanque apresenta constituicdo

diferenciada das células dos mamiferos (Fortim-e\Be09).

1.3.1. Derivados azolicos

S&o0 compostos sintéticos que surgiram como alteanad uso da Anfotericina B
por serem menos toxicos e possuirem um amplo espele acdo e melhores
propriedades farmacocinéticas (Lyman & Walsh 1992).

Os antifungicos azolicos de administracdo oral mtavenosa sao comumente
utilizados no tratamento das micoses inibindo adpgéo do ergosterol (Como &
Dismukes 1994, Ghannoum & Hossain 2000, Klepseail.€2000, Silva 2005, Brown
2007) . Fluconazol, voriconazol e itraconazol sampostos triazolicos, que atuam
bloqueando a enzima Iidemetilase, presente no citocromo P-450 da célmigica,
impedindo a demetilagdo do precursor lanosterokrgosterol (Vanden Bossche et al
1994, Vanden Bossche 1997, Silva etl@P8, Maertens 2004).

A administracdo de fluconazol em CI reduz a mattale dos pacientes
submetidos a transplante de células hematopoié{iGasdman et al. 1992). Este
derivado azélico € altamente eficaz na maioriaidf@ecdes poCandida sendo capaz
inclusive de penetrar no sistema nervoso centrat¢N& Colombo 2002). Fluconazol €
usado como profilatico no tratamento em pacientestropénicos com risco de
desenvolverem IF (Burgess et al. 2000). A introdui@ste antifingico como profilaxia
possibilitou a reducédo de candidiase invasiva d2520 para <5% nos ultimos anos em



pacientes transplantados alogénicos de célulasniesta hematopoiéticas (Mora-
Duarte et al2002, Wingard & Leather 2004, Falagas et28l06, Staber et a2007).
Embora a profilaxia com fluconazol em transplansadtmgénicos tenha resultado na
reducdo de infec¢cdes p@andidg essencialmente p&. albicans este procedimento
estimulou uma mudanca de etiologia. Espéciederdida nao-albicanscomo C.
kruseie C.glabrata resistentes ao fluconazol, tornaram-se emergedii@s,ltando o
tratamento para estas infeccdes (Abi-Said .e1207, Marr et al2000, Richardson &
Lass-Florl 2008).

O itraconazol é um antifingico de amplo espectrspahivel em duas
formulag@es: oral e intravenosa, sendo que estaal#t a mais utilizada. Este farmaco,
entretanto deve ser administrado com cuidado, jpoie produzir efeitos toéxicos ao
organismo do hospedeiro, como hipocalemia e ededchaffner & Bohler 1993,
Buggia et al. 1996, Sugar & Liu 1998, Kontoyianmis al. 2000). A absor¢cao de
itraconazol em solugdo apresenta-se com maiorcédici que quando formulado em
capsulas. Bons resultados desta formulacédo ligemapacientes neutropénicos e
submetidos a transplantes de medula tém sido cemlifs (Prentice et al. 2000).
Cépsulas de itraconazol podem ser usadas comadatefepmanutencdo em pacientes
com SIDA e como profilaxia em pacientes com newnig (Martin 1999).

O voriconazol € um triazolico que esta estruturatieeelacionado ao fluconazol,
porém possui atividade tanto patandida quanto paraAspergillus Este farmaco é
relativamente novo no mercado, mas tem sido utiizzm pacientes transplantados que
apresentam febre e neutropenia, com bons resuli@ilatsh et al. 2002). Efeitos
adversos como rash cutaneo, toxicidade hepatidast@bios visuais podem ser vistos
com o uso de voriconazol. Maior eficacia de vorazwi sobre o fluconazol tem sido
observada (Martinez 2006) sendo que em casos dikdése do esbfago, observou-se
uma cura em 94,8% dos pacientes tratados com wazob sobre 90,1% dos tratados
com fluconazol. Corroborando para estes dadosertgget al. (1998) verificaram a
eficacia de voriconazol em 12 pacientes com SlIDffat&ios ao fluconazol. Testes de
suscetibilidaden vitro mostram que este antifUngico apresenta valoretrbaixos de
concentragdo inibitéria minima, sendo quoevitro voriconazol é efetivo para varias
espécies d€andidainclusiveC glabrata ,C kruseie C tropicalis (Gerzenshtein et al.
2005).

Isolados de espécies deandida resistentes aos azélicos e dificuldades no

tratamento tém emergido em pacientes com infedgdegcas oportunisticas (Diekema
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et al. 2005, Fleck & Hof 2008)C. glabrata e C. kruseitém se mostrado comumente
resistentes ao fluconazol devido ao uso prolongkedte agente antifungico (Taylor et
al. 2000, Colombo et al. 2002). Segundo Barchiesil.€2002), pacientes infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) queefazuso de terapia antiretroviral
altamente ativo (HAART), frequentemente apresenteweduras na cavidade bucal
resistentes ao fluconazol. A frequéncia de ress&aéam cepas isoladas de infeccdo da
corrente sanguinea, € pouco conhecida. As taxasesiséncia de isolados do Brasil
procedentes da corrente sanguinea a antifangiéis@ sao baixas, alcancando menos
de 3%, excetuando-ge. glabratg que tem habilidade para desenvolver resisténcia a
este quimiotergpico (Colombet al. 2003, Antunes et.aP004). Outra observacgao
interessante com relacao a resisténcia aos azolefese-se a aderéncia e colonizacao
de leveduras a material de dispositivo como o eatgbrmacéo de biofilme) o qual
induz a uma menor suscetibilidade ao fluconazoltéMset al. 2004).

Sao conhecidos trés mecanismos de resisténcia zisoa. 1- Reducdo do
acumulo intracelular do farmaco resultante da zagéo reduzida deste agente
antifingico ou do aumento da excrecdo do farmavade acdo de produtos de genes
de resisténcia aos antifungicos, 2- Alteracdo tstl da enzima lé-demetilase,
resultando em uma diminuicdo na sua ligacdo adgagp3- Sintese aumentada de 14-
a-demetilase, devido a amplificacdo do gene ERGEhgformacéo de lanosterol em
ergosterol ndo é totalmente impedida quando s@d@do derivado azolico) (Nenoff et
al. 1999,Heilmann et al. 2010).

1.3.2. Poliénicos

A anfotericina B pertencente a ampla familia docnmédeos poliénicos, atua
ligando-se ao ergosterol da membrana celular fangiterando sua permeabilidade o
que acarreta desequilibrio osmoético pela perda des iintracelulares e
consequentemente lise e morte das células (VandsscBe 1997). Anfotericina B pode
ser usada para o tratamento de doencas endémiszsiaa por diferentes agentes como
Paracoccidioides brasiliensi€ryptococcus neoformanblistoplasma capsulatumue
sdo causadores de lesdes sistémicas graves, anasmésido amplamente utilizada no
tratamento de CI (Cuenca-Estrela et al. 2000, [@BaMuiioz et al. 2001).

Os efeitos adversos mais comuns de anfotericina 8B 8istabilidade

cardiovascular, febre, hipoxemia, nefrotoxicidad®s riscos de nefrotoxicidade
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aumentam com a administracdo concomitante de oagestes nefrotoxicos. Outras
formulagbes ligadas a anfotericina B, podem dinmirguitoxicidade desta substancia
como as preparacbes associadas a lipides, ou sdgdaericina B lipossomal
(Ambisome), dispersao coloidal de anfotericina Bn@hotec) e complexo lipidico de
anfotericina B (Abelcet). Embora anfotericina Buas formulagdes ndo sejam muito
toleradas pelos pacientes, este farmaco tem satiousm casos de transplantados que
nao respondem a outros tratamentos (Brown 2007).

Poucos relatos sobre resisténcia aos poliénicossi@mverificados em isolados
de Candida C. lusitaniaee C. tropicalisja foram detectadas mostrando resisténcia a
este poliénico (Boff et al. 2008). O mecanismo egsténcia a anfotericina B pode
ocorrer devido a uma alteracdo dos lipidios na menabcelular do fungo, onde o

ergosterol da lugar a formacéo de outros lipidganglard 2002).

1.3.3. Equinocandinas

E uma classe de farmacos, cujo mecanismo de ag@&istmna capacidade que
estas substancias tém de interferir na sinteseadad@ celular do micro-organismo
inibindo a B (1,3)-glucana sintase, impedindo desé de glucanas. O bloqueio da
producdo de glucanas resulta em desequilibrio asméd que pode interferir na
viabilidade da célula fuangica (Martinez 2006). Abigdo da sintese de glucanas
também apresenta efeitos secundarios sobre outnopomentes da célula, como
reducao de lanosterol e ergosterol e 0 aumentoataeentracdes de quitina (Douglas et
al. 1997). Estes agentes antifingicos se liganr@teipas plasmaticas possuindo uma
boa distribuicdo no organismo humano, apresentapoiocos efeitos colaterais
(Denning 2003).

Entre as equinocandinas s&o conhecidas: micafungosspofungina e
anidulafungina. A micafungina possui uma atividadwegicida natural para espécies de
Candidae é a unica equinocandina aceita para tratamentmaddidiase de neonatos.
Micafungina é também indicada nos casos de camsdidesofagica, candidemia,
peritonites e abscessos e como profilatico nascgdfs porCandida em pacientes
submetidos a transplante de células progenitorasatopoiéticas (Theuretzbacher
2004). A caspofungina assim como o0 voriconazol tlmonstrado uma atividade
antifingicain vitro contraAspergillus spe nas espécies @andida incluindo isolados

resistentes ao fluconazol (Kartsonis et al. 20a#lldAbach 2008).
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O desenvolvimento de resisténcia as equinocandimaso, sendo menos téxicos
do que os outros antifingicos sistémicos (Park &085). O mecanismo de resisténcia
de micro-organismos a estes agentes antifUngicde per decorrente de um aumento
na sintese da proteirgbepdo complexo de Golgi, controlada pelo gene GALlg q
regula os mecanismos de transporte de componegitdares para a parede da célula
fungica.Moudgal et al. (2005) relataram o desenvolvimertoasisténcia d€andidaa
multiplas equinocandinas durante a exposicdo aseagentes antifungicos. Dados
preliminares de um estuda vitro utilizando equinocandinas sugerem CIMs desse
farmaco maiores para isolados @e parapsilosisdo que para outras espécies de
Candida(Pfaller et al. 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Isolar e caracterizar leveduras obtidas de amosliagisas de pacientes transplantados
de medula 6ssea.

2.2. Especificos

1-Isolar e identificar as leveduras do généamdidade diferentes amostras clinicas

2-Identificar os principais fatores de risco paaadidiase .

3-Verificar a producao de proteinase, como tambétivadade hemolitica das espécies

de Candidaisoladas.
4- Determinar e comparar as concentracdes inibgddos antifungicos itraconazol,

voriconazol, fluconazol, caspofungina e anfoteadgpara os isolados d&andidaspp
usando duas metodologias de suscetibilidadro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia dos isolados e identificacao

Foram analisadas 410 amostras clinicas proveniedies 144 pacientes
transplantados de medula éssea provenientes datdlosmaujo Jorge em Goiania-GO,
durante o periodo de dezembro de 2008 a junho Bk Zentre as amostras, 398 eram
de sangue, oito (8) de lavado brénquico, trés udna, um (1) liquor. Todos os
pacientes diagnosticados sofrendo de doencas Hégie&s graves, e submetidos ao
transplante de medula 6ssea alogénico ou autOlogucordaram em participar da
pesquisa e deram consentimento informado por eseriv estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Associacdo de Cerabatancer do Estado de Goias
(ACCG), protocolo n® 055/2008. Os dados relativos grincipais fatores de risco
destes pacientes, como neutropenia, uso de amtdsotle amplo espectro e catéter
venoso central, foram catalogados de acordo corordu#rio do Hospital Aradjo Jorge
(Anexo 1).

A colheita de sangue foi realizada assepticamebf2( mL) com seringa
heparinizada (ou com anticoagulante &cido diamitence tetra-acético-EDTA), e
semeado em meio bifasico: fase sélida de agar hesnt infusion (BHI), inclinado e
fase liquida de caldo (BHI). Os tubos de ensaianbincubados a 36°C e a temperatura
ambiente, examinados diariamente, observando-sesgimento do microrganismo no
meio sélido ou pela turvacdo da fase liquida. Apagescimento os fungos isolados
foram transferidos para tubos de ensaio, contergds &abouraud dextrose, para
posterior identificacéo (Telles Filho & Severo 1997

As amostras de urina e fluidos corporais como lava@nquico e liquor, foram
coletadas e enviadas ao laboratorio de micologidnsitituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (IPTSP), para processamento e idegfb. Estas amostras foram
centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e o sedonehtido foi realizado exame
direto com hidroxido de potassio a 20% e cultivados agar Sabouraud dextrose
mantidos a temperatura ambiente e a 36°C.

Todas as leveduras foram identificadas de acordo Kortzman & Fell (1998),
usando a técnica de producédo de tubo germinativeam fetal bovino, producéo de

clamidoconidios em agar corn meal suplementado t%mde tween 80 e teste de
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assimilacao de hidratos de carbono (auxanogranmjcdnitantemente estes isolados
foram inoculados em meio de CHROMagar Candida (CMR@ar, Paris, France) para
identificacdo presuntivaPara todos os testes subsequentes foi usado comole a
cepa padréo dé. albicansATCC 28367 e ATCC d€. parapsilosi22019.

3.2. Determinacéo dos fatores de viruléncia das levedusa

3.2.1Proteinase

A deteccao da atividade de proteinase foi realizag@ndo a técnica de Ruchel et
al. 1982. Aliquotas de fil de suspens&o d@andidanuma concentracdo de 1x’10FC
mL™ foram colocadas em meio indutor de proteinase7@horas a 3&. O meio
indutor consiste de 0,2% de soro albumina bovikeB(Sraction V, Sigma) e solugéo
de vitaminas (Sigma) adicionadas de Yeast Carbse (d4CB - Difco, Detroit, M,
USA), ajustado a pH 5, esterilizado por filtrac&adecionado de agar (2%) autoclavado.

A atividade da proteinase foi medida pelo tamanbohdlo de opacidade da
hidrolise de SAB, Unica fonte de nitrogénio do mek atividade enziméatica
denominado de Pz foi calculada como proporcéo enti@metro da colbnia e diametro
da zona de degradacéo do substrato. Pz > 0,64risiderado fortemente positivo, 1<

Pz > 0,64 positivo e Pz=1 negativo.

3.2.2. Atividade Hemolitica

A deteccao do fator hemolitico dos isoladosGindida obtidos das amostras
clinicas foi realizado segundo Luo et al. 2001.&acha das amostras foi inoculada na
superficie do meio de cultura contendo agar Sabdudaxtrose com 3% de glicose e
7% de sangue de carneiro desfibrinado, pH ajusaeil6é + 0,2 incubadas a 37°C por 48
horas. A presenca de hemdlise foi visualizada pelo ao redor da colénia (halo
transparente no meio=beta hemdlise, halo esverdaHHdohemolise e auséncia de
halo=gama hemdlise). O fator hemolitico foi caldalgela razdo entre o diametro da
coldénia mais da hemolise, dividido pelo diametrocdénia. Como controle positivo
foi utilizado C. albicans(ATCC 10231) e como controle negativ® parapsilosis

(ATCC 22019) que nédo promove a formacéo de halwed®lise.
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3.3. Suscetibilidade in vitro

A suscetibilidaden vitro para as leveduras isoladas foi realizada utiliaashahs
metodologias: microdiluicdo em caldo para levedwseguindo o documento M27-A3
(2008) proposto pel@linical and Laboratory Standards Institu(€LSI) e pela técnica
de difusdo em agar (Etést

3.3.1. Agentes Antifungicos

Voriconazol (Pfizer), anfotericina B (Squibb), cagmgina (Meck Sharp &
Dohme) e itraconazol (Janssen-Pharmaceuticals)oldides em dimetilsufoxido
(DMSO) e fluconazol (Pfizer), dissolvida em &gusstidl@da foram utilizados para
verificar a suscetibilidaden vitro através da metodologia de microdiluicdo em caldo.
Estes mesmos antifingicos foram avaliados utilimaadtécnica de Etdst Para
microdiluicdo em caldo as concentracdes dos awgfifds variaram de 0,1259/mL a
64 pg/mL para fluconazol e caspofungina e de O0,Q@fmL a 16 pg/mL para
Anfotericina B, voriconazol e itraconazol. Parganica do Etest as concentracdes dos
antifingicos foram as ja definidas pelas tirasquais variaram de 0,036/mL a 256
png/mL para fluconazol e de 0,0Q@/mL a 32ug/mL para caspofungina, voriconazol,

anfotericina B e itraconazol.

3.3.2. Método de Microdiluicdo em caldo

Foi utilizado o meio d&kRPMI 1640com L-glutamina sem bicarbonato de sodio,
tamponado com 0,165 mol/L de tampao MOPS (&cidofatmmopropanossulfonico)

para pH 7,0 e esterilizado por filtracao.

3.3.2.1 Preparo do Inéculo

Os isolados de leveduras foram cultivados em agao@aud dextrose por 24
horas a temperatura ambiente. Uma suspensdo fpanada em salina a 0,85%
esterilizada e a densidade celular medida em espaocimetria para uma transmitancia
de 85% em comprimento de onda de 530 nm. Estarssé&pdoi posteriormente diluida
a 1:50 e a seqguir a 1:20 em RPMI 1640 de modo mippeuma concentracao final do
inéculo de 1 a 5 x TWFC/mL.
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3.3.2.2 Realizacao e Leitura do Teste

Foram utilizadas placas de microtitulacdo conte®@@pocos, nos quais em cada
poco, foram pipetados 100 puL do agente antifungioadiferentes concentragcdes e 100
uL do inéculo.

A leitura foi realizada apos incubacéo de 48 hargamperatura de 35°C. Para 0s
derivados azolicos a concentracao inibitéria min{@BM) foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir pelo menos 50% docionesto do microrganismo
estudado, comparado ao controle (livre do agenti@iagico). Para anfotericina B a
CIM foi definida como a menor concentracdo do agemtifUngico capaz de inibir o
crescimento total do microrganismo. A figura 1 esgatiza a execucdo do teste de
suscetibilidaden vitro. Uma cepa ATCC 22019 dé. parapsilosisfoi usada como
controle. Controle dos agentes antifingicos, deaul®e do meio de cultura (RPMI
1640) foi realizado em cada teste (Figura 1) e goa® ensaios foram realizados em

duplicata.
] Controle do
200pl de antifingico 1 100yl de antifiingico / meio
11O o)
2lO00000000000
Amostras: 3/O00000000000
100pldeinécule | 4| OOOOO0OO00000
em cada orificio 5|O00000000000
6§ OOO00000000OO
Cepa padrio (ATCC) —s olojololelolololololele)
Controle do antifingico —* Q00000000000
lﬂﬁpld:RPMI

em cada orificio

Figura 1: Esquema do procedimento para a realizdgdeste de suscetibilidade in vitro
pelo método de microdiluicdo em caldo.

3.3.3. Etest

Esta técnica determina quantitativamente a su$dgdide in vitro aos
antifingicos, baseado em gradientes de concenteagdta plastica, através da técnica
de difusdo em agar. O método Héest foi feito de acordo com as instrugbes do
fabricante (AB Biodisk, Solna, Sweden). Placas ele oram adicionadas de 20 mL de

18



meio de RPMI contendo 2% de glicose tamponado cd@$| pH 7,0, e 1.5% de agar
agar (Difco Laboratories, USA). Uma suspenséo (3 doLisolado de densidade celular
correspondente a 0,5 da escala de Mac Farlandnémulada nas placas de petri
contendo o agar RPMI. A suspenséao foi repassadados®e um swab por toda a
superficie do meio. Apés 15 a 30 minutos em repassiitas de Etest foram colocadas
na superficie do meio, e as placas foram incubpdagl8 horas a 35°C. A leitura de
CIM foi realizada pela concentracdo em que a ztipaa de inibicdo interceptou a fita

de Etest. Amostra padrédo @e parapsilosisSATCC 22019 foi incluida como controle.

Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.3.3.1 Interpretacéo dos resultados dos testes de suscditade in vitro

Isolados de leveduras foram considerados comoterts seguindo valores de
CIM preconizados no documento M27-A3 (2008) do CES8I concentracbes del
png/mL para itraconazok 64 pg/mL para o fluconazol, > 2 pg/mL para caspgia e
> 4 ug/mL para voriconazol. Para anfotericina B kedode CIM > 1 pug/mL foram

considerados resistentes, como sugerido por estiedNguyen et al. 1998.
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4. RESULTADOS

Dos 144 pacientes estudados submetidos a transptitmedula Ossea, e
portadores de doencas hematoldgicas 56,25% pemtenad género masculino e o
maior nimero de pacientes pertencia a faixa e&miae 41 e 60 anos de idade
representando um percentual de 34% (Figura 2).

30 -
25 -
20 = M Masc
26
15 - Fem
16
10 - 14
5 | I 7
C L] L L]
0-20 21-40 41-60 >60

Figura 2: Idade e género de 144 pacientes subrsatid@nsplantes de medula éssea e

portadores de doencas hematoldgicas

Patologias de Base

Verificou-se que as patologias de base mais fregoente diagnosticadas nos
pacientes estudados foram: leucemias, linfomasetoma mudltiplo, perfazendo um
total de 96,9%. A tabela 1 mostra as patologiasmn@das nestes pacientes.

Tabela 1. Transtornos hematologicos verificadoslddspacientes estudados

Patologias de base namero Porcentagem(%)
LMA 31 21,5
LLA 27 18,7

LMC 4 2,7
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MM 25 17,3

LH 25 17,3
LNH 28 19,4
AA 2 1,4
SMD 1 0,7
HPN 1 0,7

LMA-Leucemia mieloide aguda, LMC-Leucemia mieloidénica, LLA-Leucemia linfoide aguda, LH-
Linfoma de Hodgkin, LNH-Linfoma nao Hodgkin, MM- Elioma multiplo, AM-Aplasia de medula, AA-
Anemia aplastica, SMD- Sindrome mielodisplasicaNHAemoglobindria paroxistica noturna.

Dos 144 pacientes estudados foram isoladas 11%jJ,68/eduras identificadas
como pertencentes ao gén€&€andida,obtidas em no minimo duas amostras clinicas de
um mesmo pacienteOs testes utilizados como producdo de tubo getminae
crescimento em CHROMagar (Figura 3), formacéo dmicloconidios e assimilacao de
hidratos de carbono (Figura 4), permitiram idecaificinco (45,45%C. parapsilosis,
trés (27.27%). albicanse um (9,09%. tropicalis Duas amostras (18,8%) ndo foram

identificadas quanto a espécie.

Figura 3. Tubo germinativo (a) e coloracdo esvaetdean CHROMagar (b) mostrada

por C. albicansisolada de paciente com candidemia.
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Figura 4. Presenca de clamidoconidios em agar @wal (a) e comportamento de
assimilacao de hidratos de carbono (b) verificgow<andida albicanssolada

As espécies d€andidaisoladas do material clinico e o numero de amestra

positivas encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Amostras e espécies de leveduras isoldelgsacientes com transtornos
hematoldgicos e submetidos a transplante de médaka.

N° do Espécime clinica No. amostras positivas Fungo
isolado

05 Sangue periférico 2 C. albicans

15 Sangue de catéter e periférico 2 C. parapsilosis
35 Sangue periférico 2 C. albicans

38 Sangue de catéter e periféerico 2 C. parapsilosis
45 Sangue periférico 3 C. tropicalis
77 Sangue de catéter e periférico 2 C. parapsilosis
105 Sangue de catéter e periférico 2 Candidaspp
106 Sangue periférico 2 C. parapsilosis
120 Sangue periférico 3 C. parapsilosis
139 Sangue periférico 2 Candidaspp
144 Sangue periférico 3 C. albicans
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Foi observado varios fatores predisponentes askKixiaos pacientes com
candidemia, sendo que o0 uso de cateter venosoakcentreutropenia foram os mais
frequentemente envolvidos. O transplante alogéfocaealizado em 72,7% dos 11
pacientes nos quadandidafoi isolada da corrente sanguinea. Estas condg@espo
de transplante associado aos pacientes com candidagontram-se inseridos na tabela
3.

Tabela 3 Condi¢bes associadas aos 11 pacientegyaissse isolou Candida spp

Condi¢des associadas Numero Porcentagem (%)
Antibidticos 8 72,7

Cateter venoso central 11 100
Corticosterdéide 11 100

Quimioterapia 11 100

Neutropenia 8 72,7

Antifungico prévio 11 100

Transplante alogénico CPSP 8 72,7

Transplante autdlogo 3 27,3

CPSP: células progenitoras de sangue periférico

As amostras de€Candida tiveram comportamentos diferentes com relacdo aos
antifingicos estudados. Os isolados Gleparapsilosisforam suscetiveis a todos 0s
antifungicos, enquanto dois isolados@ealbicanse o deC. tropicalis (1) mostraram-
se resistentes aos trés derivados azolicos. Ossataslos deCandidando identificados
com relacdo a espécie foram suscetiveis apenasspofoagina. Os resultados
encontrados pelas duas metodologias foram muitelbames, sendo que todos 0s
isolados tiveram o mesmo comportamento com relag@sisténcia ou suscetibilidade
observada tanto pelo método de Etest como peladiligicdo em caldo As figuras 5 e
6 mostram o comportamento @andidapelas duas metodologias de suscetibilidade
vitro. A variacdo das concentracbes de itraconazol, tendma B, fluconazol,

voriconazol e caspofungina sobre os isoladoSatalidase encontra na tabela 4.
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Tabela 4. Variagdo de concentracdo inibitoria ménimg/mL) de diferentes agentes

antifingicos sobre o0s

transplantados de medula 0ssea e portadores deasgdeematoldgicas

isolados d@andida obtidos do sangue de pacientes

Antifungico C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis Candidaspp
/metodologia (n=3) (n=5) (n=1) (n=2)
Itraconazol
Microdiluicdo 0,25 - >16 <0,03-1 >16 4-16
Etest 0,25 ->32 <0,002-0,5 >32 32-32
Anfotericina B
Microdiluicdo 0,25-10,5 0,125-1 0,5 4-8
Etest 0,25-0,38 0,125- 0,5 0,25 8-32
Fluconazol
Microdiluicdo 0,5 - >64 0,25-0,5 64 >64 >64
Etest 0,38 - >256 0,19-0,75 >32 >256 >256
Voriconazol
Microdiluicdo <0,03>16 <0,03-1 >16 0,25-0,5
Etest 0,003 >32 <0,002 -0,125 >32 0,19 -0,25
Caspofungina
Microdiluicdo 0,06 — 0,06 0,03-0,5 0,06 0,03- 0,06
Etest 0,125-0,125 0,125-0,75 0,047 0,125 -0,25

24



Figura 5. Placa de microtitulacdo mostrando comaedés inibitérias obtidas de
itraconazol sobre seis (6) diferentes espécigdahelida

Figura 6: Placas de Petri mostrando as fitas dstEeseus halos de inibicdo de
crescimento das coldnias @andida a- Isolado suscetivel ao fluconazol, itracon&zol

anfotericina B; b- isolado resistente ao fluconazao itraconazol, mas suscetivel a
caspofungina
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A atividade de proteinase dos fungos mostrou queisnlados d€andidaforam
fortemente proteoliticos, e trés (3) ndo foram zapade exibir esta enzima. Com
relacdo a atividade hemolitica verificou-se que@iamostras (5) exibiram hemdlise do
tipo B e quatro (4) do tipo. A figura 7 mostra forte atividade proteolitica @demoélise

do tipop expressada por isolados@andida

4
Sl

Figura 7.a- Placa de Petri mostrando forte ativedptbteolitica de dois isolados de

Candida b- Atividade hemolitica tip@ de isolados d€andida

Tabela 5. Atividade de proteinase e de hemdéliserdraxda em 11 diferentes isolados
de Candida obtidas de pacientes transplantados de medula @&ssm problemas
hematoldgicos

n° do isolado /Espécie Valores de pz Atividade Heticali
proteinase o B

05/C. albicans 0,2 15

15/C. parapsilosis 0,4 15

35/C. albicans 0,37 14

38/C. parapsilosis 0,18 1,2

45/C. tropicalis 0,4 1,3

77/C. parapsilosis 0,5 1,2

105Candidaspp 1 Sem atividade

106/LC. parapsilosis 0,5 11
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120LC. parapsilosis 1 1,3
139/Candidaspp 1 Sem atividade
144LC. albicans 0,15 1,7

Pz= diametro da col6nia / diametro da zona de degéo do substrato + colbnia. O
fator hemolitico foi calculado pela razéo entrei@reetro da col6nia mais da hemdlise,
dividido pelo diametro da coldnia (halo transpagent meio=beta hemdlise e halo

esverdeado =alfa hemaolise).
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5. DISCUSSAO

O transplante de medula éssea é uma modalidade€teiza que beneficia um
grande numero de pacientes com cancer ou com algeagas. Estes transplantes estéo
normalmente associados a leucemias como ja detesctaat diferentes pesquisadores
(Nucci & Maiolino 2000, Rieger et al. 2009). Cema 60% dos pacientes estudados
tiveram como principal causa para a realizacaoahsplante, um tipo de leucemia, seja
aguda ou crénica. Segundo Bhayat et al. (2010)pulpcdo de transplantados é
semelhante entre homens e mulheres, com cerca aeatd6 no género masculino com
faixa etaria mais comum em individuos abaixo de7@s. A populacdo deste trabalho
era constituida de 56,2% homens e a faixa etarea mais realizou transplantes
encontrava-se entre 41 a 60 anos.

Apesar dos beneficios que ocorrem gquando se raatiziiansplante, este tipo de
tratamento pode ser considerado de risco, poisemoromplicacdes que tornam maior
a taxa de morbi-mortalidade. Entre as complicacéssinfeccbes sao consideradas
como principais causas de 6bito (Rieger et al. 2009

Candidaé a mais comum causa de infec¢ao fangica invaserajo responséavel
por aproximadamente 70 a 90% de todas as micosgasivas (Leroy et al. 2009). A
incidéncia de candidemia entre os pacientes trantguos é geralmente elevada, sendo
gue neste estudo foi de 7,6%. Entre transplantddaredula 6ssea do tipo alogénico,
Rieger et al. (2009) verificaram que de 59 pacigenid,8% apresentaram infecgbes
invasivas por fungos do género Candida.

Candida albicandoi durante muitos anos o agente etiolégico marmsumn deste
tipo de infeccéo (Leroy et al. 2009), entretanteabhente as espécies ndo albicans sdo
consideradas predominantes (Ng et al. 2000, Capbat. 2005). Esta alteracdo de
espécies pode ser explicada pelo uso de tratarpesfiéatico realizado com derivados
azolicos os quais sédo capazes de agir S6badbicanse dao lugar ao crescimento de
outras espécie£. parapsilosisno presente estudo, foi a espécie predominamte co
agente de candidiase em 45,4% dos casos diagmiostjca que mostra a emergéncia
desta espécie. Similaridade de comportamento, Gngarapsilosisapresenta-se como
a principal responséavel por candidiase invasiva o observada por diferentes
pesquisadores (Celebi et al. 2007). Segundo algstusliosos as espécies radoicans
estdo associadas a neoplasia, neutropenia e gwéwo de fluconazol (Abi-Said et al.
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1997, Sendid et al. 2006). Embora as espécieSaalida sejam habitantes do trato
gastrointestinal e pele, sendo a infecgdo, portaatmaioria das vezes de origem
endogena (Barnes & Marr 2004, parapsilosisé considerada agente de infeccbes
exdgenas, sendo capaz de colonizar a pele, teddassiada de maos de profissionais,
de solugdes glicosadas de uso hospitalar e decatetoso central. (Alangaden 2011).

A profilaxia com fluconazol em todos os onze indiwds com candidiase invasiva
verificada neste trabalho fez com que provavelmenteas espécies deandidanao
albicans fossem confirmadas como agentes da doeucsgja, cinccC. parapsilosis
umacC. tropicalise duas amostras que nao foram identificadas, Aase tratam d€.
albicans Apesar do progresso em quimioterapia antifunggcaroporcao de taxa de
mortalidade continua aumentando. Um alto indicenddalidade foi registrado entre os
pacientes com candidemia, verificando-se a morte cemo (45,4%) destes. Nos
Estados Unidos, a taxa de mortalidade entre ogmi&s hospitalizados durante os anos
de 1983-1986 foi de 38% (Gudlaugsson et al. 2008)e evidencia a importancia da
descoberta precoce desta doenca. Des Champs Bab 2011 atribuem a taxa de
mortalidade de 30 a 60% devido a candidiase sisgmm pacientes com problemas
onco-hematoldgicos

Os mais importantes fatores de risco para candaemcluem cateter
intravascular, hiperalimentacdo parenteral, useatgcoides, de antibioticos de largo
espectro e de quimioterapicos (Cheng et al. 2E)Ygye as condicbes associadas aos 11
pacientes as mais frequentes foram o uso de csteimides e de quimioterapicos, além
da presenca de cateter venoso central observadiodeshos pacientes com candidemia.
Achados semelhantes foram relatados por Nucci €1298) que verificaram que estas
condicOes também estavam associadas a pacientepiepsentavam fungemia. O tipo
de transplante avaliado com relacdo aos paciergeglaglos em nossa casuistica
também pareceu afetar a presenc&dedidainvadindo a corrente sanguinea, pois em
oito pacientes que realizaram o transplante alogémista levedura foi isolada,
resultando em cinco mortes. As infecces sdo aplamapdes mais frequentes em
pacientes transplantados com células alogénicgsn8ie Brown (2007) a incidéncia de
infecgBes fungicas invasivas é relevante apoés ftames de células hematopoiéticas
alogénicas resultando em uma maior chance de ndadal

Esta alta taxa de morbidade e mortalidade causadéeyeduras detectada em
pacientes imunocomprometidos torna os testes deetshifdade in vitro uma

ferramenta importante para deteccao de resist@losiasolados e consequentemente a

29



instituicdo de uma terapia adequada que possihilfieovavelmente que a doencga néo
se torne letal. O acordo de resultados principaleneom relagédo a resisténcia dos
isolados perante as duas metodologias usadas (Miggdio em caldo e Etest) foi
verificada neste trabalho. Segundo alguns pesquisada metodologia de Etest
apresenta-se com valores de CIM de antifungicosonsimilares aos de microdilui¢céo
em caldo (Costa et al. 2004, Metin et al. 2011}a Esprodutibilidade de resultados
torna o Etest um método vantajoso, pois € de féallzacdo quando comparado ao de
microdiluicdo em caldo.

Resisténcia d€andidaspp aos diferentes agentes antifiungicos tem sidacq
observada. Fluconazol € um medicamento com graadéagem no tratamento de
candidiase, pois apresenta um perfil baixo de idxite e boa eficacia (Chen et al.
2009) Segundo Chen os isolados @endida sdo pouco resistentes ao fluconazol,
estimando-se um percentual < 10%. Furlaneto-Maah €2008) verificaram resisténcia
ao fluconazol para 18,5% dos isolados @endida obtidos da mucosa bucal de
individuos idosos. Os resultados verificados nosoosabalho mostraram valores
superiores, onde cinco dos isoladosGdandida(45,4%) deCandidaforam resistentes
ao fluconazol. De forma similar os isolados resiste ao fluconazol apresentaram o
mesmo comportamento com relacdo ao itraconazolue mostra uma resisténcia
cruzada. Manfredi et al. (2006) verificaram que %,%los pacientes estudados
apresentaram resisténcia a estes agentes antif8ngic

A suscetibilidadein vitro dos 11 isolados d€andida identificados em nossa
casuistica mostrou que trés (duzsalbicanse umacC. tropicali§ isolados (27,2%),
foram resistentes ao voriconazol. Este antifangipcesenta maior atividade do que
itraconazol e fluconazol contra os isoladosG@indida Cendejas-Bueno et al. 2010
verificaram resisténcia de varias espécieLdadidaa este antifungico em isolados
clinicos obtidos na Espanha, sendo que maior éesist foi verificada cont. glabrata
e C. krusei

Anfotericina B e caspofungina témvitro excelente atividade para as espécies de
Candida Embora nove dos 11 isolados @andidatenham apresentado valores de
CIM muito baixos para estes antifungicos, fato regsante ocorreu com o0s dois
isolados deCandida os quais ndo foram identificados quanto a espégie, foram
resistentes a anfotericina B, com valores de €I¥ug/mL. Resisténcia a anfotericina

B & geralmente incomum e ocorre normalmente papgcess nao albicans (ST-
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Germain et al. 2001). Reduzida suscetibilidade fatancina B tem sido verificado
principalmente con€. lusitaniag C. glabratae C. krusei(Krogh-Madsen et al. 2006).

Caspofungina mostra atividade contra espécie€atedidain vitro, incluindo
amostras resistentes aos derivados azolicos eoteraaiina B. (Keating & Figgitt 2003)
Em nosso trabalho ndo se verificou resisténciaistados deCandidaa este agente
antifungico, apresentando CIMs muito baixas quevam de 0,03 a 0,25 pug/mL.

A alta resisténcia aos derivados azolicos veriicath nosso trabalho ndo pode
ser devidamente explicada. A provavel justificatp@de ser a origem das amostras
clinicas. Dados de candidiase invasiva dos pacemémsplantados mostram que o
tratamento é dificil e resulta na morte dos paegnt

Entre os atributos de viruléncia que favorecem ocgsso de patogénese
principalmente a invasdo das espécies Gindidg especialmente em candidiase
disseminada merece destague a producdo de exoenzmadicularmente das
proteinases. A ocorréncia de proteinases tem gielMigmente demonstrada em varias
espécies d€andidainclusive,C. parapsilosie C. tropicalis(Franca et al. 2010) como
observado em nossos isolados de sangue de tramasigarde medula 0ssea. Oito dos
11 isolados foram altamente proteoliticos, verifab@ negatividade de producgdo de
proteinase em apenas um (1) isoladoCdeparapsilosise inexplicavelmente nos dois
isolados deCandidando identificados. Estes dois isolados tambémfoi@mn capazes
de exibir atividade hemolitica, no entanto apremamh resisténcia ao fluconazol,
itraconazol e anfotericina B. Existem algumas eggéteCandidg comoC. lusitaniae
(Dostal et al. 2003fjue apresentam este comportamento, e emboraratégnento ndo
tenhamos identificado estes isolados as suas edsiiias sdo similares aos desta
espécie.

Além de proteinase, ja € bem conhecido que 0s roiganismos tém a
capacidade de se utilizar do ferro que é de grangdertancia para sua sobrevivéncia e
habilidade de estabelecer infeccéo (Bullen 1984de netal ndo se apresenta livre no
organismo animal, mas pode ser adquirido de compostmo a hemoglobina. O
micro-organismo age provavelmente pela destruicAonmlécula heme tornando
possivel a extracdo do ferro. Segundo Watanabé& 997, C. albicanssecreta um
fator hemolitico ¢ ou B) que causa a liberacdo de hemoglobina o qual dousamo
fonte de ferro pelo fungo. Dos 11 isolados de Gimdverificou-se que todos os
isolados deC. albicans o Unico deC. tropicalise um dos 5 isolados d& parapsilosis

exibiram atividadep hemolitica, enquanto 4 isolados @ parapsilosisexibiram
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somente o tipar. A atividade exibida por varias espécies @Gkendida ndo albicans
também tem sido verificada por Luo et al. (2001¢ diferente do observado em nosso
trabalho ndo conseguiram detectar atividade heicekm isolados d€. parapsilosis
Em estudos de Franca et al. (2010), parapsilosisfoi capaz de exibir atividade
hemolitica que se mostrou maior em secrecdo deidi@olo que em amostras do
sangue. Estudos posteriores sdo necessarios pdesieesr a natureza dos fatores

hemoliticos e os seus possiveis efeitos no hosjpea@mano.
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6. CONCLUSOES

1- O encontro de 7,63% de casos de candidemia velificaos pacientes
transplantados mostra a alta incidéncia de fungtre estes individuos

2- ldentificacdo deC. parapsilosisem 45,4% entre os isolados mostra que as
espécies d€andidanao albicans tém aumentado e merecem um estudo mai
detalhado de fatores de viruléncia correlacionadesta espécie.

3- O uso de cateter intra venoso, de corticoides migterapicos em pacientes que
se submetem aos transplantes de células alogéng@s os fatores mais
importantes para que o individuo tenha candidiasgsiva

4- A profilaxia realizada com derivados azolicos camftuconazol, provavelmente
tenha sido a causa de candidemia(gparapsilosis.

5- A resisténcia observada para os derivados azdtiedsolados d€andidaem
um percentual relativamente grande mostra a impogados testes de
suscetibilidaden vitro em casos de candidemia para se estabelecer urpetera
adequada

6- A realizacdo de duas metodologias de suscetib&idadvitro mostrando a
concordancia entre os resultados de concentra@dithira minima evidencia a
veracidade dos resultados obtidos com relacdo Btéesia aos agentes
antifngicos exibida pelos isolados.

7- Ha fortes indicacdes de que os fatores de virwdédos micro-organismos estao
intrinsecamente ligados. Atividade hemolitica god®einase foram positivas ou
negativas pelos mesmos isoladoamdida

8- Os isolados d€andidanéo identificados, ndo sdo Ge albicanse parecem ser
causa de infeccdo de dificil tratamento pois sesgmtam muito resistentes aos

varios antifungicos estudados.

33



7. REFERENCIAS

Abad-Gonzéles J, Bonifaz A, Ponce RM 2007. OnicosigporCandidaasociada con
diabetes mellitusRev Mex Dermatd1: 135-141.

Abi-Said D, Anaissie E, Uzun O, Raad |, Pinzcowkki Vartivarian S 1997. The
epidemiology of hematogenous candidiasis causediffgrent CandidaspeciesClin
Infect Dis24: 1122-1128.

Alangaden G 2011. J Nosocomial Fungal Infecti@mdemiology, infection control,
and preventioninfect Dis ClinN Am25 201-225.

Antunes AGV, Pasqualotto AC, Diaz MC, D'azevedo Béyero LC 2004. Candidemia
in a Brazilian tertiary care hospital: species ribisition and antifungal susceptibility
patternsRev Inst Med trop S. Paulo 4839-241.

Barchiesi F, Maracci M, Radi B, Arzeni D, BaldassgrGiacometti A, Scalise G 2002.
Point prevalence, microbiology and fluconazole sp#ibility patterns of yeast isolates
colonizing the oral cavities of HIV-infected patienin the era of highly active
antiretroviral therapyd Antimicrob Chemothes0: 999-1002.

Barnes PD, Marr KA 2007. Risks, diagnosis and au&s of invasive fungal infections

in haematopoietic stem cell transplant recipieBtg&.J Haematol139: 519-531.
Bektic J Lell CP, Fuchs A Stoiber H Speth C Lass-Florl G Borg-von Zepelin M
Dierich MP & Wurzner R2001.HIV protease inhibitors attenuate adherence of @and

albicans to epithelial celis vitro. FEMSImmunol Med MicrobioB1: 65-71.

Bhayat F, Das-Gupta E, Hubbard R 2010. Bone matramsplantation in AML, and

socioeconomic class: a UK population-based coltodysBMC Cancerl0:514.

34



Birse CE Irwin MY, Fonzi WA, Sypherd PS1993. Cloning and characterization of
ECE1, a gene expressed in association with cefigaeliton of the dimorphic pathogen
Candida albicans. Infect Immu@i: 3648-3655

Boff E, Lopes PGM, Spader T, Scheid LA, Loreto Bl Borno NF, Aquino V, Severo
LC, Santurio JM, Alves SH 2008. Reavaliacdo da efilsitidade deCandida a
Anfotericina B: estudo comparativo com isoladostids hospitais do estado do Rio
Grande do SuRev Soc Bras Med Tra{:36-40.

Borg-von ZM, Kunz L, Ruchel R, Reichard U, Weig M@ . Gross U. Epidemiology
and antifungal susceptibilities @andidaspp. to six antifungal agents: results from a
surveillance study on fungaemia in Germany fromy J2004 to August 2005. J.
Antimicrob Chemothe$0: 424-8.

Brown AJ, Odds FC, Gow NA 2007. .Infection-relatgehne expression i@andida
albicans Curr Opin Microbiol10:307-313.

Brown, JMY 2007. Fungal infections after hematopoieell transplantation. Thomas’

Hematopoietic cell transplantation, Third Editiod.Blackwell Publishing Ltda, 683
PP

Bullen J 1981. The significance of iron in infecti®kev Infect Didl3: 1127-1138.

Buggia I, Zecca M, Alessandrino EP Locatelli F, R& Bosi A, Pession A, Rotoli B,
Majolino I, Dallorso A, Regazzi MB 1996. Itracond&@an increase systemic exposure
to busulfan in patients given bone marrow trandplaon. GITMO (Grupo Italiano
Trapianto Midollo OsseoAnticancer Re46:2083-8.

Burgess DS, Hastings RW, Summers KK, Hardin TC &naRii MG 2000.
Pharmacodynamics of fluconazole, itraconazole, am@hotericin B againstandida
albicans Diagnostic Microbiol and InfedDis 36: 13-18.

Calderone RA & Fonzi WA 2001. Virulence factors ©@andida albicansTrends in
Microbiol 9: 327-335.

35



Capoor MR, Nair D, Deb M, Verma PK, Srivastava lggarwal P 2005. Emergence of
non-albicans Candida species and antifungal resista a tertiary care hospitdpn J
Infect Dis58: 344-348.

Carrillo-Mufioz AJ, Bri6 S, Quinddés G 2001. Una naegeneracion de farmacos

antifingicosRev Iberam Micol8: 2-5.

Celebi S, Hacimustafaoglu M, Ozdemir O, Ozkaya @72MNosocomial candidemia in

children: results of a 9-year studylycose$1: 248-257.

Cendejas-Bueno E, Gomez-Lopez A, Mellado E, Roazgludela JL, Cuenca-Estrela
M 2010. Identification of pathogenic rare yeastcsg® in clinical samples: comparison
between phenotypical and molecular methddslin Microbiol 48: 1895-1899.

Chandra J, Mukherjee PK, Leidich SD, Faddoul FFyéfid_L, Douglas LJ, Ghannoum
MA 2001. Antifungal Resistance of Candidal BiofilRermed on Denture Acrylim
vitro. J Dent Res80: 903-908.

Chen PL, Lo HJ, Wu CJ, Lee HC, Chang CM, Lee NY ng/&H, Lin WL, Ko NY,

Lee CC, Ko WC 2009. Species distribution and anghl susceptibility of blood
Candida isolates at a tertiary hospital in southigiwan 1999-2006Mycosesb4: 17-
23.

ChengMF, Yang YL, Yao TJ, LirCY, Liu JS, Tang RB, Yu KW , Fan YH, Hsieh KS,
Ho M, Lo HJ 2005. Risk factors for fatal candidemaused byCandida albicansand
non-albicanandidaspecieBMC Infect Dis5:22.

Clinical and Laboratory Standard Institute (2008g¢ference Method forBroth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; AppeulStandard- Third Edition M27-A3.
National Committee for Clinical. Laboratory StandrWayne, Pennsylvania, USA.

Colombo AL, Guimaréaes T, Silva LR, de Almeida Mawliai LP, Cunha AK, Rady P,

Alves T, Rosas RC. 2007. Prospective observatistuay of candidemia in Sao Paulo,

36



Brazil: incidence rate, epidemiology, and predistof mortality.Infect Control Hosp
Epidemiol28570-576.

Colombo AL, Matta D, Almeida LP, Rosas R 2002. Blw@zole Susceptibility of
Brazilian Candidalsolates Assessed by a Disk Diffusion Methddnfect Dis6: 118-
123.

Colombo AL, Nakagawa Z, Valdetaro F, Branchini MLMussano EJU, Nucci M
2003. Susceptibility profile of 200 bloodstreamlades ofCandidaspp. collected from
Brazilian tertiary care hospitalsled Mycol41: 235-239.

Como JA, Dismukes WE 1994. Oral azole drugs a®systantifungal therap\ Engl
J Med330: 262-72.

Cornely AO 2008. Aspergillus to Zygomycetes: causek factors, prevention, and

treatment of invasive of invasive fungal infectiolmgection36:296-313.

Costa M, Passos, XS, Miranda ATB, Aratjo RSC, PabR, Silva MRR 2004.
Correlation of in vitro itraconazole and fluconazaslusceptibility with clinical outcome

for patients with vulvovaginal candidiasMycopathologial57: 43-47.

Costa IC, Felipe I, Gaziri LCJ 2008. Resposta Iman€andida albicansSemina:

Ciéncias Biologicas e da Saude, Londrina 29: 27-40.

Cuenca-Estrela M, Mellado E, Guerra TMD, Monzén Audela JLR 2000.
Susceptibility of fluconazole- resistan clinicablstes ofCandidaspp. to echinocandin
LY303366, itraconazol and amphotericinBAntimicrob Chemothet6: 475-477.

Dagdeviren M, Cerikcioglu N, Karavus M 2005. Acidofeinase, phospholipase and
adherence properties @fandida parapsilosistrains isolated from clinical species of

hospitalised patientdlycoses 48321-326.

Denning D W 2003. Echinocandin antifungal drugéie Tancet 362:1142-1151.

37



Des Champs-Bro B, Leroy-Cotteau A, Mazingue F, B&sg-, Francois N, Corm S,
Lemaitre L, Poulains D, Yakoub-Agha |, Alfandari &ndids B 2011. Invasive fungal
infections: epidemiology and analysis of antifungedscriptions in onco-hematology.
of Clin Pharm and Theraf6: 152-160.

Diekema DJ, Messer SA, Boyken L, Tendolkar S, I4dRi Pfaller M 2005. Prospective
global surveillance folCandidaspp. infection: four year results from the ARTEMIS
study. Abstract M-2238. 45Interscience Conference on Antimicrobiagents and

ChemotherapyWashington, D.C, December.

Dostal J, Hamal P, Pavkova L, Sodek M, Ruml T, Pichova |, HruSkova-
Heidingsfeldova O 2003. Simple Method for ScregridandidaSpecies Isolates for
the Presence of Secreted Proteinases: a ToolddPrdiction of Successful Inhibitory
Treatmentournal Of Clinical Microbiology41: 712—716.

Douglas CM, D'lppolito JA and Shei GJ, C M DouglasA D'lppolito, G J Shei, M
Meinz, J Onishi, J A Marrinan, W Li, G K Abruzzo, Aattery, K Bartizal, A Mitchell

M B Kurtz 1997 Identification of the FKS1 gene @fandida albicansas the essential
target of 1,3-beta-D-glucan synthase inhibito®sntimicrob Agents Chemother
41:2471-2479.

Eckert SE, Sheth CC, Muhlschlegel FA 2007. Regutatifmorphogenesis i@andida
species. In:Candida Comparative and FunctionalGenomics, ed. C. d’'Erdad B.
Hube, Wymondham, United Kingdom:Caister AcademsBy 263—-291.

Falagas ME, Apostolou KE, Pappas VD 2006. Attriblgamortality of candidemia: a
systematic review of matched cohort and case-cbstualies.Eur J Clin Microbiol
Infect Dis25: 419-425.

Fanello S, Boouchara JP, Jousset N, Delbos V, bea&ldM 2001. Nosocomial

Candida albicans acquisition in a geriatric ungidemiology and evidence for person-

to-person transmissiod.Hosp Infec!7: 46-52.

38



Fidel JPL 2002. The protective immune responsenagaiaginal candidiasis: lessons
learned from clinical stuudies and animal modedkrmational Reviews of Immunology
Philadelphia 21: 515-548.

Fleck R, Hof H 2008. Breakpoints for posaconazaeisceptibility testing: background
and discussion about the need of establishing saliyose$1: 1-4.

Fortun-Abete J 2009. La micafugina en la tratancieth¢ la candidiasis invasiva en

pacientes sometidos a transplante de érgano s8l&olberoan MicoR6: 65-68.

Fotedar R, Al-Hedaithy SSA 2003. Comparison of piodipase and proteinase
activity in Candida albicangandC. dubliniensisMycoses18: 62—67.

Franca EJG, Furlaneto-Maia L, Quesada RMB, Faver@Iliveira MT, Furlaneto MC
2010. Haemolytic and proteinase activities in clhiisolates ofCandida parapsilosis

andCandida tropicaliswith reference to the isolation anatomic siiycose$4: 44-51

Furlaneto-Maia L, Specian AF, Bizerra FC, OliveMd, Furlaneto MC 2008In vitro
evaluation of putative virulence attributes of asallates ofCandida sppobtained from
elderly healthy individualMycopathologial66: 209-217.

Galvan B, Mariscal F 2006. Epidemiologia de la d¢deohia em UCIL.Rev Iberoam
Micol 23:12-15.

Gerzenshtein, L, Patel SM, Scarsi, KK, Postelnick Maherty, JP 2005. Breakthrough
Candidalnfections in Patients Receiving Voriconazélean Pharmacother39: 1342-
1345.

Ghannoum MA, Hossain MA 2000. New investigationaitifangal agents for

treatening invasive fungal infectiortSxpert Opinion on Invest Drugs1797-1813

Goodman JL, Winston DJ, Greenfield RA et al 1992Zohtrolled trial of fluconazole
to prevent fungal infections in patients undergdioge marrow transplantatioN. Eng
J Med326:845-51.

39



Gudlaugsson O, Gillespie S, Lee K Berg JV, Hu &ssér S, Herwaldt L, Pfaller M,
Diekema D 2003. Attributable Mortality of Nosocom@andidemia, Revisitednfect
Dis Soc of An37: 1172-7

Gupta N, Haque A, Lattif AA, Narayan RP, MukhopadyyG, Prasad R 2004.
Epidemiology and molecular typing of Candida isedafrom burn patientdvlycopath
158: 397-405.

Hachem R, Hanna H, Kontoyiannis D, Jiang Y, Raad®0D8. The changing
epidemiology of invasive candidiasis: Candida gidrandCandida kruseias the

leading causes of candidemia in hematologic matignaCancer112: 2493-9.

Hajjeh RA, Sofair AN, Harrison LH, Marshall G, BeA, Arthington-Skaggs Lyon,
Mirza SA, Phelan M, Morgan J, Lee-Yang W, Ciblak MB&njamin LE, Sanza LT,
Huie S, Yeo SF, Brandt ME, Warnock D004 Incidence of bloodstream infections
due to Candida species and in vitro suscetibiliiEssolates collected from 1998 to
2000 in a population-based active surveillance raogJ Clin Microbiol 42: 1519-
1527.

Hegener P, Troke PF, Fatkenheurer G, Diehl V, Rahik 1998. Treatment of
fluconazole-resistant candidiasis with voriconazol@atients with AIDS (letter)AIDS
12:22278

Heilmann CJ, Schneider S, Barker KS, Rogers PD,sbhdrauser J 2010. An A643T
mutation in the transcription factor Upc2p causassttutive ERG11 upregulation and
increased fluconazole resistance in Candida albicAntimicrob. Agents Chemother.
54:353-359.

Hollenbach E 2008. Invasive candidiasis in the 1€@lddence based and on the edge
of evidenceMycose$1: 25-45.

Horn DL, Neofytos D, Anaissie EJ, Fishman JA, Starh WJ, Olyaei AJ, Marr K A,
Pfaller MA, Chang CH, Webster KM. 2009. Epidemioland outcomes of candidemia

40



in 2019 patients: data from the prospective angifdirtherapy alliance registrlin
Infect Dis48: 1695-703.

Hossain H, Ansari F, Schulz-Weidner N, Wetzel WiBakraborty T, Doma E 2003.
Clonal identity of Candida albicans in the oral ibaand the gastrointestinal tract of
pre-school childrerOral Microbiol and ImmunolL8: 302-308.

Hube B, Naglik JR 2002. Extracellular hydrolases.CQalderone RA, editoCandida
and candidiasis. Washington: ASM Press; 107-22.

Ibrahim AS, Mirbord F, Filler SG, Banno Y, Cole GKijtajima Y, Edwards JE Jr,
Nozawa Y, Ghannoum MA 1995. Evidence implicatingpgpholipase as a virulence
factor ofCandida albicansinfect Immun 631993-1998.

Ismail N, Olan JP, Feng H, Walker DH 2002. Currgiatus of immune mechanisms of
killing of intracellular microorganisms. FEMS Midswmlogy Letters, Amsterdam 207:
111-120.

Jayatilake JAMS, LP Samaranayake 2010. Experimesupkrficial candidiasis on
tissue modeldMlycoses$3: 285—-295.

Jayatilake JAMS, Tilakaratne WM, Panagoda GJ 2@X¥nhdidal onychomycosis: A
Mini-Review. Mycopathologial68:165-173.

Kadir T, Gumru B, Uygun-Can B 2007: Phospholipastviay of Candida albicans
isolates from patients with denture stomatitis: itifience of chlorhexidine gluconate
on phospholipase productioficch Oral Biol52:691-6.

Karkowska-Kuleta J, Rapala-kozik M & Kozik A 200%ungi pathogenic to humans:

molecular bases of virulence @&andida albicans, Cryptococcus neoformans and
Aspergillus fumigatusActa Biochimica Polonica, 56: 211-224.

41



Kartsonis N, DiNubile MJ, Bartizal K, Hicks PSy&h D, Sable CA 2002. Efficacy
of caspofungin in the treatment of esophageal chasls resistant to fluconazolel
Acquir Immune Defic Synd81:183-187.

Keating GM, Figgitt DP 2003. Caspofungin. A reviesf its use in oesophageal
candidiasis, invasive candidiasis and invasive ragipesis. Drugs 63: 2235-63|.

Klepser ME, Hoffman HL, Evans EJ 2000. Novel trigzantiungal agent&xpert Opin
Investig Drugs9: 539-605.

Kontoyiannis DP, Lewis RE, Sagar N, May G, Prin&, Rolston KVI 2000.
Itraconazole-amphotericin B antagonism Aspergillus fumigatusan E-test-based
strategy Antimicrob Agents Chemothé#: 2915-8.

Krogh-Madsen M, Arendrup MC, Heslet L, Knudsen JBD& Amphotericin B and
caspofungin resistance iGandida glabrataisolates recovered from a critically ill
patient.Clin Infect Dis 42: 938-944.

Kumar CPG, Menon T, Rajasekaran S, Sekar B, Pral20d3. Carriage o€andida
species in oral cavities of HIV infected patiemtsSiouth IndiaMycose$2: 44-4.

Kurtzman CP, Fell JW 1998. The Yeasts, A Taxondgtidy. Fourth edition, Elsevier.

Laffey SF & Butler G 2005. Phenotype switching affebiofilm formation byCandida
parapsilosis Microbiology 151:1073—-1081.

Lee SJ, Zheng N, Clavijo M, Nussenzweig MC 2003rml host defense during
systemic candidiasis in mannose receptor-deficraite. Infection and Immunity
Washington 71: 437-445.

Leroy O, Gangneux JP, Montravers P, Mira JP, GéuiBollet JP, Carlet J, Reynes J,
Rosenheim M, Regnier B, Lortholary O 2009. Epiddogy, management, and risk
factors for death of invasiv&€andida infections in critical care: A multicenter,

prospective, observational study in Frar€at Care Med37: 1612-1618.

42



Leroy O, Mira JP, Montravers P, Gangneux JP, LdaityoO 2010. Comparison of
albicans vs. non-albicans candidemia in Frenchngite care unitsCritical Care
14:R98.

Lian C, Zhao J, Zhang Z, Liu W 2003. Genotype ohdida species associated with
different conditions of vulvovaginal candidosidycosest7: 495-502.

Lu JJ, Lee SY, Chiueh TS 2004. In vitro antifungasceptibility testing o€andida
blood isolates and avaluation of the E-test metliddicrobiol Immunol Infect37:335-
42.

Luo G, Samaranayake LP, Yau JY 20Chndida speciegxhibit differential in vitro
hemolytic activitiesJ Clin Microbiol 39: 2971-4.

Lyman CA, Walsh TJ 1992. Systemically administeaatifungal agents. A review of

their clinical pharmacology and therapeutic appices. Drugs44: 9-35.

Maertens JA 2004. History of development of azadevéties.Clin Microbiol Infect
Dis 10: 1-10.

Manfredi M, McCullough MJ, Polonelli L, Conti S, Adaraawi ZM, Vescovi P, Porter
SR 2006. In vitro antifungal susceptibility to santifungal agents of 22€andida
isolates from patients with diabetes mellit@sal Microbiology Immunology1: 177-
182.

Manns JM, Mosser DM, Buckley HR 1994. Productidnaohemolytic factor by
Candida albicansinfect Immur62: 5154-6.

Marr KA, Carter R, Crippa F, Wald A, Corey L 20@pidemiology and outcome of

mould infections in hematopoietic stem cell traasplrecipientsClin Infect Dis 34:
909-917.

43



Marr KA, Seidel K, Slavin MA, Bowden RA, Schoch HGlowers ME, Corey L,
Boeckh M 2000. Prolonged fluconazole prophylaxis associated with persistent
protection againstcandidiasis-related death ingel@ic marrow transplant recipients:

long-term follow-up of a randomized,placebo-corgdltrial.Blood 96: 2055- 2061.

Martin, MV 1999. The use of fluconazole and itragpole in the treatment &fandida

albicansinfections : a reviewdour of Antimic Chemot4: 429-437.

Martinez R 2006. An update on the use of antifuragpdnts.J Bras Pneumol 32449-
460.

Mateus C, Crow AS, Jr, Ahearn DG 2004. Adherenc€aridida albicango Silicone
Induces Immediate Enhanced Tolerance to Flucona&atemicl Agentes Chemot#8:
3358—-3366.

Mean M, Marchetti O, Calandra T 2008. Bench-to-tbeseview:Candidainfections in
the intensive care uniCrit Care. 12:204-212.

Merz WG 1990Candida albicanstrain delineationClin Microbiol 3: 321-334.

Metin DY, Hilmioglu-Polat S, Samlioglu P, Doganayl&2oglu, B, Inci R, Tumbay E
2011. Evaluation of antifungal susceptibility testi with microdilution and Etest
methods offandidablood isolatesMycopathologial72: 187-199

Minces LR, Ho KS, Veldkamp PJ, Clancy CJ. 20Q@&ndida rugosa:a distinctive
emerging cause of candidemia. A case report andwenf the literatureScand J Infect
Dis 41: 892-7.

Mora-Duarte J, Betts R, Rotstein C, Colombo AL, mipson-Moya L, Smietana J,

Lupinacci R, Sable C, Kartsonis N, Perfect J 200@mparison of caspofungin and
amphotericin B for invasive candidiasié.Engl J Med347:2020-2029.

44



Moudgal V, Little T, Boikov D, Vasquez JA 2005. Miechinocandin- and multiazole-
resistantCandida parapsilosissolates serially obtained during therapy for pnesc

valve endocarditisintimicrob Agents Chemother:4867-769

Naglik JR, Albrecht A, Bader O, Hube B 2008andida albicanssecreted aspartyl
proteinases and host/pathogen interacti@edl. Microbiol 6:915-926.

Naglik JR, Challacombe SJ, Hube B 2003andida albicanssecreted aspartyl
proteinases in virulence and pathogenddgisrobiol Mol Biol Rev67: 400—-428.

Negri M, Martins M, Henriques M, Svidzinsk TI, Azsslo J, Oliveira R 2010a.
Examination of potential virulence factors G@andida tropicalisclinical isolates from

hospitalized patientdMycopathologida69:175-82.

Negri MF, Faria MG, Guilhermett E, Alves AA, PaulzR, Svidzinski, TIE 2010b.
Hemolytic activity and production of germ tubesated to pathogenic potential of

clinical isolates offandida albicansRev. Ciénc Farm Basicapt 31: 899-93.

Nenoff P, Oswald U, Haustein UF 1998.vitro susceptibility of yeasts for fluconazole

and itraconazole. Evaluation of a microdilutiontt®ycoses42: 629-639.

Ng KP, Saw TL, Na S| Soo-Hoo 2000. Systemdandida infection in University
Hospital 1997-1999: the distribution @fandidabiotypes and antifungal susceptibility
patternsMycopathologial49: 141-146.

Nguyen MH, Clancy CJ, Yu VL, Yu YC, Morris AJ, Snyen R, Sutton DA, Rinaldi
MG 1998. Do in vitro susceptibility data predictethmicrobiologic response to
amphotericin B? Results of a prospective study aifepts with Candida fungemida.
Infect Dis177: 425-430.

Niewerth N & Korting C 2001. Phospholipase frddandida albicansMycoses44:
361-367.

45



Nihtinen A, Anttila VJ, Richardson M, Ruutu T, Juem E, Meri T, Volin L 2010.

Factors influencing the performance level of Caadihannan antigen testing in
allogeneic stem cell transplant recipients not ixéeg fluconazole prophylaxis.

Transplant infectious DiseaskESSN 1398-2273.

Nucci M, Silveira MI, Spector N, Silveira F, Velas&, Akiti T, Barreiros G, Derossi

A, Colombo AL, Pulcheri W 1998. Risk factors foratle among cancer patients with
fungemiaClin infec Dis27: 107-111.

Nucci M, Colombo AL 2002. Emergence of resist@aindidain neutropenic patients.

Brazil J Infect Dis 6: 124-28.

Nucci M, Maiolino A 2000. Infeccdes em transplamte medula éssededicing
Ribeirdo Preto33: 278-293.

Odds FC 1988Candidaand candidosis 22 Ed. London, Bailliére Tindabi8g.

Odds FC, Brown AJ, Gow NA 2003. Antifungal agemtschanisms of action. Trends
Microbiol 11:272-279

Odds FC, Gow NAR, Brown AJP 2006. Toward a mdkcunderstanding aindida
albicansvirulence. In molecular principles of fungal pagleoesis. Heitman J, Filler G,
Edwards JE Jr, Mitchell AP, Eds, PP 305-319. ASksBr Washington DC.

Panizo MM, Revia'kina V, Dolande M, Selgrad S 20@andida spp.n vitro
susceptibility profile to four antifungal agents.ed®stance surveillance study in

Venezuelan strains. MedMycol 47:137-43.

Park S, Nelly J, Nielsen Kahn J 2005. Specific sti®ns in the echinocandins
targetFkslp account for reduced susceptibilityasé Haboratory and clinicalandida
spp. isolatesAntimicrob Agents Chemothd®: 3264-3273.

Paula CR, Marques SA, Matsumoto FE, Melo TA, Gambél1999. Nosocomial yeast
infection in a public children’s hospital of SdouRa Brasil. Trends in invasive Fungal
infect 161 Abstract Book, 14-16 October, Malta.

46



Pfaller MA, Diekema DJ 2007. Epidemiology of inies candidiasis: a persistent
public health problemClin Microbiol Rev 20:133-163.

Pfaller MA, Diekema DJ 2004. Rare and emerging opmastic fungal pathogens:
concern for resistance beyor@andida albicansand Aspegillus fumigatusJ Clin
Microbiol 42: 4419-4431.

Pfaller MA, Diekema DJ, Jones RN, Messer SA, HdR$ 2002.Trends in antifungal
susceptibility of Candida sppisolated from pediatric and adult patients with
bloodstream infections: SENTRY Antimicrobial Suamce program, 1997 to 2000.
Clin Microbiol 40: 852-856.

Playford EG, Marriott D, Nguyen Q 2008. Candidenmanonneutropenic critically ill
patients: risk factors for non-albica@sndidaspp.Crit Care Med36: 2034-9.

Post MJ, Lass-Flor C, Gastl G, Nachbaur D 200@nsplant Infectious DiseastSSN
1398-2273. pp. 143-162.

Prentice HG, Kibbler CC, Prentice AG 2000. Towaadsargeted, risk-based, antifungal
strategy in neutropenci patienBritish Journal of Haematology10: 273-284

Pulcine C, Pradier C, Samat-Long C, Hyvernat HnBetin G, Ichai C, Dellamonica P,
Roger PM 2006. Factors associated with adherencdectious diseases advice in two

intensive care unitg. Antimicrobiol Chemoth7: 546-550.

Richardson M, Lass-Florl 2008. Changing epidemiplof systemic fungal infection.
Clin Microbiol Infect14: 5-24.

Richardson MD 2005. Changing patterns and trendsystemic fungal infectionsl.
Antimicrob Chemothe56:5-11.

47



Rieger CT, Rieger H, Kolb HJ, Peterson S, Huppm&megl M, Ostermann H 2009.
Infectous complications after allogenic stem celhsplantation:incidence in matched-

related and matched-unrelated transplant settingssplinfect Dis11:220-226.

Romani 2004. Immunity to fungal infections. Natuegiews:Immunology London, 4:
1-13.

Rosenhagen M, Feldhues R, Schmidt J, Hoppe-Tichy Gkis. A 2009. Risk profile
for invasive aspergillosis in liver transplant ggents.Infection37:313-9.

Ruchel R, Tegeler R, Trost M 1982. A comparisonsetretory proteinases from
different strains o€andida albicans. Sabouraudi20:233-244.

Samaranayake LP 2006a. Differential pospholipasee gexpression byCandida
albicansin artificial media and cultured human oral eplitth@. APMIS 114: 857-66.

Samaranayake LP 2006b. Essential microbiology fentidtry.3rd ed. London:

Churchill Livingstone.

Sanglard D 2002. Resistance of human fungal pati®oge antifungal drugCurrent
Opinion in Microbiology 5379-385.

Sendid B, Cotteau A, Francois N, D'Haveloose A, Camus D, &aulD 2006.
Candidaemia and antifungal therapy in a French &isity Hospital: rough trends over
a decade and possible linEBVIC Infect Dis6: 80-89.

Schaffner A, Bohler A 1993. Amphotericin B refragt@spergilosis after itraconazole:

evidence for significant antagonisMycoses36: 421-4.
Shimizu MT, Almeida Q, Fantinato V, Unterkircher @$96. Studies on hyaluronidase,

chondroitin sulfates, proteinase and phospholipssereted byCandida species
Mycoses 39161-167

48



Silva MRR, de Paula CR, Silva SC, Costa TR, Cod®a1d98. Drug resistance of yeast
isolated from oropharyngeal candidiasis in AIDSqras.Rev Microbiol29: 272-275.

Silva P 2005. Drogas Antifungicas. In: Farmacologi@uanabara Koogan, Rio de
Janeiro, 5ed, p. 1081-1090.

Sipsas NV, Lewis RE, Tarrand J, Hachem R, Rolstdf) Raad Il, Kontoyiannis DP
2009. Candidemia in patients wih hematologic maigres in the era of new antifungal
agents (2001-2007):stable incidence but changindeapology of a still frequency
lethal infection.Cancer115: 4745-52.

St-Germain G, Laverdiere M, Pelletier R. BourgaAM, Libman M, Lemieux C, Noél
G 2001. Prevalence and Antifungal Susceptibilitydd® Candidalsolates from Blood
and Other Normally Sterile Sites: Results of a 21Y€1996 to 1998) Multicenter
Surveillance Study in Quebec, Canadaur of Clin Microb39: 949-953.

Staber P, Langner S, Dornbush, HJ, Neumeister H.2A6tifungal management in
cancer patientaVien Med WochenscB0: 503-510.

Sugar AM, Liu XP 1998. Interactions of itraconazael#h amphotericin B in the
treatment of murine invasive candidiasisnfect Dis177: 1660-3.

Taylor BN, Fichtenbaum C, Saavedra M, Slavinsiwpboda R, Wozniak K, Arribas
A, Powderly W, Fidel PL Jr 2000. In vivo virulenad Candida albicansisolates
causing mucosal infections in people infected wlign human Immunodeficiency Virus.
J Infect Dis182 955-959.

Teles Filho FQ, Severo LC 1997. Infec¢bes causadadungos. In: Rodrigues AC

(org.).InfeccBes hospitalares: prevencao e contr8li@o Paulo: Sarvier. p. 639-47

Theuretzbacher U 2004. Pharmacokinetics/pharmaemdips of echinocanding&ur J
Clin Microbiol Infect Dis23: 805-812.

49



Van Burik JA & Magee PT 2001. Aspects of fungalhmafenesis in humandnnu Rev
Microbiol 55: 743-772.

Vanden Bossche H 1997. Mechanisms of antifungateexe.Rev Iberoam Micol4:
44-49.

Vanden Bossche H, Marichal P, Odds FC 1994. Moéecuhechanism of drugs

resistance in fungi. Trends Microbiol 2: 393-400.

Vargas K, Messer SA, Pfaller M, Lockhart SR, Staple]T, Hellstein J, Soll DR 2000.
Elevated phenotypic switching and drug resistarfc€andida albicandrom human
immunodeficiency virus-positive individuals prioo tfirst thrush episodeJ Clin
Microbiol 38: 3595-607.

Vinitha Mohandas, Mamatha Ballal 2011. DistributiohCandidaSpecies in different
clinical samples and their virulence: Biofilm fortizan, proteinase and phospholipase
production: A study on hospitalized patients in themn India .J oGlobal Infect Dis 3:
4-8.

Walsh TJ, Anaissie EJ, Denning DW, Herbrecht R, tdgiannis DP, Marr KA,
Morrison VA, Segal BH, Steinbach WJ, Stevens DAriBJV, Wingard JR, Patterson
TF 2008. Treatment of aspergillosis: clinical preetguidelines of Infections Diseases
Society of AmericaClin Infect Dis46:327-360.

Walsh TJ, Pappas P, Winston DJ 2002. Voriconazampared with liposomal
amphotericin B for empirical antifungal therapy patients wih neutropenia and
persistent feveN Eng J Me®46: 225-34.

Watanabe T, Takano M, Murakami M, Tanaka H, Matsal\, Nakao N, Mikami T,

Suzuki M, Matsumoto T 1999. Characterization of rhalytic factor from Candida
albicans Microbiology 145: 689-94.

50



Watanabe T, Tanaka H, Nakao N, Mikami T, Matsum®tol997. Hemoglobin is
utilized by Candida albicansn hyphal form but not yeast forrBiochem Biophys Res
Commun®32: 350-3.

White TC, Holleman S, Dy F, Mirels LF, Stevens DB02. Resistance mechanisms in
clinical isolates of Candida albicans Antimicrobiol Agents and Chemotherapy
46:1704-13.

Whiteway M, Bachewitch C 2006. Signal transductiantheinteractions of fungal
pathogens and mammalian hosts. In: Heitman J,rF8leEdwards JE, Mitchell A.

(Eds.), MolecularPrinciples of Fungal Pathogenes&M Press, Washington, DC.

Wingard H, Leather 2004. A new era of antifunga¢répy, Biol. Blood Marrow
Transplant10:73-90.

Wisplinghoff H, Bishoff T, Tallent SM, Seifert HVenzel RP, Edmond, MB 2004.
Nosocomial bloodstream infections in US hospitaalgsis of 24179 cases from a
prospective nationwide surveillance stu@in Infect Dis39: 309-317.

Yang YL, Cheng HH, HO YA, Hsiao CF, Lo HJ 2003. édnazole resistance rate of
Candida species from different regions and hospital typesraiwan.J Microbiol

Immunolinfect36:187-19.

Yang YL 2003. Virulence factors @@andidaspeciesJ Microbiol Immunol InfecB6:
223-228.

Yigit N, Aktas E 2009. Comparison of the efficacy different blood médium in
determining the hemolytic activity @andidaspeciesJ Mycol Med19:110-5.

51



8. Anexos

Anexo 1. Formulario dos pacientes

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

Departamento de Microbiologia, Imunologia, Pardsg@ e Patologia
Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Univeisitd&Goiania - GO
CEP 74605-050 - Fone (062) 3209 - 6127 - FAX (0B2¥3- 6363

I. DADOS PESSOAIS

PACIENTE .ot PRONTUARIO......covoriverreerrrenene. LEITO oo,
DATA DE NASCIMENTO ........ A ESTADCIVIL .o 1= (NN
NATURALIDADE......c....voeeee oot eeeme et e e e e e e eeeee e e e e ee e ee e s e e eee e eeseess s
ENDEREGO. .. ..ottt eeemee e et s e ee e e e e s eese et ee et ee e e eee et e e eeneee e

DATA DAINTERNACAO NO TMO: ...... .../ ......

TIPO DE TRANSPLANTE ..ottt ettt eeeem et et et er e e e steasesseseeeseseeseees e st eetee e st e es e e eee et e seseaes et ateaeeeesensanennnees
DATA DO TRANSPLANTE .......... T

SAIDA DO TMO ........ [ Lo,

OB S . ittt ettt —————— ettt e ettt heeeettteeeeeetaeeteenaeeettaeeete b rerettaeeteta ettt t——aertateetrraaeeraraaas
MEDICO RESPONSAVEL PELO TMO ...t eteeeeeeeteeeeeeeeeeeeee e eees s se s e e reeeneeseenanes

II. EQUIPAMENTOS INVASIVOS UTILIZADOS

Data da Introdugéo Data da Retirada
)Respirador
)Sonda nasogastrica
)Sonda nasoentérica
)Sonda vesical de demora
)Sonda vesical de alivio
)Cateteres
JOULIOS et e, o [l oo oo

AN AN AN AN AN AN

1. HEMOGRAMA
1°Coleta 2° Coleta 3° Coleta 4° Coleta Cdeta

Leucdcitos ... [oviunn. J [oviinnns Loviiiie s Loheeeeiis s [ovinn. Liveviinn e [oiiii. [oviinnns
TR 1] - TR
B ST To 1T 1 €= T Lo 1<
B = 7= T (0] 1= (PP UUPROPRPIOt
B 01T 1o T
L BaASOfilOS e e e eeierbeereee—e e eaaaes arieesaasrrarerrre——n.
CLINTOCIIOS  cociieies ettt rerreeereeeeeee e eeeeeesesseseeereaerereees taraeaiaaaarrrrrrrraran
B 1Y/ [ 1o Yo (o 1= P PPPPRRPN
LA s e eerrrreeeeeee e eebeeseseesserrrerrerrees  tieeessisrrsrerereren.
PLAQUETAS ittt ceeee e sitee e e e eits eevitreee e e esiiieees eeeeesteeeeesii—reaaes eeeeesenreeeeaaaaeens
HEMAGCIAS oeeeeeeeeeeeeeee oo eeeeeee e eeeeeeee v e e

O~NOO O WN P

IV. QUADRO CLINICO

VI. LABORATORIO
A. SANGUE PERIFERICO Data Resultado
1° Coleta Y L s
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2° Coleta I S I

3° Coleta I S i,

4° Coleta I A I

5° Coleta Y A T

6° Coleta B T

B. SANGUE CATETER Data

1° Coleta Y S I

2° Coleta I ST I

3° Coleta Y ST I

4° Coleta I AT T

5° Coleta B T

6° Coleta B T

C. OUTRAS AMOSTRAS ..ottt et e sttt e e et e e tee e e st e e e st e e anteeaessteeeesseananeeeaseeeaseeesnnees

RESULTADO: ..eiiiiiiiee e ciee et sreemseee e e eneee s seeeennneeeens

Antibioticoterapia profilatica Profilaxia CMV Antifigico profilatico
Ceftazidina Acyclovir Fluconazol
Amicacina Gancyclovir Itraconazol
Imipenem Filtros Cetoconazol
Vancomicina Sangue se der CMV neg. Anfotericina B

ASSINATURA DO RESPONSAVEL




Anexo 2. Parecer do Comité de Etica, TCLE

F-2015

PROTOCOLO CEPACCG N° 055/08 Goidnia, 03/11/2008

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Prof'. Dr. Maria do Rosério Rodrigues
Silva, Prof. Milton Camplesi Jinior e Bi6loga Nubia Pontes Pereira.

TITULO: Caracterizagio e identificagdo de fungos causadores de infecgdes nosocomiais
em pacientes transplantados de medula ossea.

Area Temitica: Grupo 111

Area de Conhecimento: Ciéncias Biologicas/Microbiologia

Local de Realizagio: Hospital Aratjo Jorge/ACCG e Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica/lUFG

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da ACCG analisou e gprovou o projeto de
Pesquisa acima referido, juntamente com os documentos apresentados e os mesmos foram
considerados em acordo com os principios éticos vigentes.

Todas as exigéncias deste CEP/ACCG foram atendidas pelos pesquisadores.

Nzo h4 necessidade de aguardar o parecer da CONEP — Comissdio Nacional de Etica em

Pesquisa para iniciar a pesquisa.

O Pesquisador responsédvel deverd encaminhar ao CEPACCG, relatorios trimestrais do
andamento da pesquisa, encerramento, conclusio (Ges) e publicagdo (Oes).

@ ACCG .o

Rua 238, n® 206, St. Universitdrio
S . Goiania - Goids - Brasil - CEP 74.605-070
ASSOCIACAO DE COMBATE AO CANCEREM GOIAS  www.accg.org.br
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