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COSTA, Viviane Gevezier da. Epidemiologia das infec¢cbes hematogénicas por Candida
spp. no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina e avaliacdo de
antifungicos e baicaleina na suscetibilidade fungica. 2013. 85p. Dissertagdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

Espécies do género Candida sdo os principais patogenos fingicos envolvidos em infec¢des
humanas. Frente a emergéncia de espécies de Candida ndo-albicans ¢ a ocorréncia de
resisténcia intrinseca e adquirida destas leveduras, ¢ necessario um estudo continuo para
analisar possiveis mudangas no perfil de resisténcia e frequéncia de espécies, assim como,
surge a necessidade de busca de drogas antifungicas eficazes. Neste estudo os objetivos foram
avaliar a frequéncia de espécies de Candida obtidas de hemoculturas de pacientes internados
no Hospital Universitario de Londrina nos anos de 2010 e 2011, analisar a suscetibilidade
fingica por meio da técnica de Microdiluigdo em Caldo proposta pelo AFST-EUCAST
(2008) e avaliar a atividade antifingica do flavonoide baicaleina frente a isolados de Candida
parapsilosis sensiveis e resistentes ao fluconazol. Um total de 68 episodios de candidemia
ocorreu nos anos de 2010 e 2011. Candida tropicalis foi a espécie mais frequente (30,9%)
seguida por C. albicans (27,9%), C. parapsilosis (22,1%) e C. glabrata (10,3%). Varios
fatores de risco parecem estar associados aos episddios de candidemia, destacando o uso
prévio de antibidticos (96,5%), a ventilagdo mecanica (77,2%), € o internamento em unidade
de terapia intensiva (75,4%). Os agentes antifingicos utilizados nos testes de suscetibilidade
foram: anfotericina B, fluconazol, itraconazol ¢ voriconazol. Com relacdo a anfotericina B,
apenas um isolado de C. albicans foi resistente (0.98%) entre todos isolados testados. No
geral, houve alta suscetibilidade aos azois, sendo C. glabrata e C. krusei as espécies que
apresentaram as maiores Concentragdes Inibitoria Minima (CIM). A atividade antifingica da
baicaleina sobre 15 isolados clinicos de C. parapsilosis e o isolado ATCC 22019 foi avaliada
por meio da andlise de suscetibilidade fingica e por meio da avalia¢do da viabilidade celular.
A baicaleina apresentou valores de ICsy de 8ug/mL para isolados resistentes ao fluconazol e
de 4-8 ng/mL para os sensiveis. J4 com relagdo ao CIMg, foi observada uma variagao de §8-32
ug/mL e de 16-32 pug/mL para os isolados sensiveis e resistentes ao fluconazol,
respectivamente. O uso combinado de fluconazol e baicaleina resultou em sinergismo para o
isolado 357.10 em termos de CIMs, Ja em termos de CIMg, sinergismo foi observado para 2
isolados (262.10 e 357.10). Houve reducao de 4 vezes na concentragao de ambas substancias
para o primeiro isolado e de até 32 vezes para o ultimo. Com relacdo ao teste de viabilidade
celular, os melhores resultados foram obtidos para o isolado 357.10 (resistente a fluconazol)
que apresentou viabilidade celular de apenas 15,74% com relagdo ao controle frente a 32
ug/mL de baicaleina. Os dados obtidos reforgam o aumento de Candida nao-albicans no
Brasil, entretanto a resisténcia a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol entre
isolados sanguineos de Candida ainda ¢ incomum. Os dados obtidos sugerem, ainda, que o
flavonoide baicaleina apresenta atividade antifungica contra isolados de C. parapsilosis
independente dos mesmos apresentarem resisténcia ao fluconazol.

Palavras-chave: Candida spp. Candidemia. Epidemiologia. Agentes antifungicos.
Baicaleina. Suscetibilidade.
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ABSTRACT

Candida species are the main fungal pathogens involved in human infections. Considering the
emergence of non-albicans Candida species and the occurrence of intrinsic and acquired
resistance of this yeast is necessary a continuous study to analyze possible changes in
resistance and frequency of species, as well as, the need arises to search for effective
antifungal drugs. In this study the objectives were to evaluate the frequency of Candida
species from blood cultures obtained from patients admitted to the University Hospital of
Londrina in the years 2010 and 2011, to evaluate the fungal susceptibility by broth
microdilution technique proposed by AFST-EUCAST (2008) and to evaluate the antifungal
activity of the flavonoid baicalein against isolates of Candida parapsilosis susceptible and
resistant to fluconazole. A total of 68 episodes of candidemia occurred in the years 2010 and
2011. Candida tropicalis was the most frequent (30.9%) followed by C. albicans (27.9%), C.
parapsilosis (22.1%) and C. glabrata (10.3%). Several risk factors seem to be associated with
episodes of candidemia, highlighting the use of antibiotics (96.5%), mechanical ventilation
(77.2%), and hospitalization in the intensive care unit (75.4%). The antifungal agents used in
these susceptibility tests were: amphotericin B, fluconazole, itraconazole and voriconazole.
Regarding to amphotericin B, only one isolate of C. albicans was resistant (0.98%) among all
isolates tested. Overall, there was a high susceptibility to azoles. C. glabrata and C. krusei
exhibited the highest minimal inhibitory concentrations (MIC). The antifungal activity of
baicalein was evaluated by the employment of fungal susceptibility tests and by cell viability
over 15 clinical isolates of C. parapsilosis and ATCC 22019. The baicalein showed IC50
values of 8ug/mL for fluconazole resistant strains and of 4-8ug/mL for susceptible strains.
With regard to CIMS80 it varied between 8-32 pug/mL and 16-32 pg/mL for fluconazole
susceptible and resistant strains, respectively. The combined use of fluconazole and baicalein
resulted in synergism for strain 357.10 in terms of MIC50. In terms of CIM80 synergism was
observed for two strains (262.10 and 357.10). There was a reduction of 4 times the
concentration of both substances to the former strain and up to 32 times to the latter strain.
Regarding cell viability, the best results were obtained for the strain 357.10 (fluconazole
resistant) that exhibited cell viability of only 15.74% compared to the control when exposed
to 32 pg/mL baicalein. The obtained data reinforce the increase of non-albicans Candida
species in Brazil, however, resistance to amphotericin B, fluconazole, itraconazole and
voriconazole among blood strains of Candida is still rare. The data also suggest that the
flavonoid baicalein has antifungal activity against isolates of C. parapsilosis independent of
their resistance to fluconazole.

Keywords: Candida spp. Candidemia. Epidemiology. Antifungal agents. Baicalein.
Susceptibility.
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1 INTRODUCAO

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta
frequéncia com que colonizam e infectam o hospedeiro humano. Entre as infec¢des causadas
pelo género Candida salienta-se a relevancia clinica dos casos de infecgdes de corrente
sanguinea, conhecida como candidemia ou candidiase hematogénica. As leveduras de
Candida spp. sdo os principais patdégenos flingico envolvidos em infec¢des sanguineas
humanas (MARRA et al., 2011).

A relevancia das infec¢des fungicas por Candida em ambiente hospitalar
passou a ganhar importincia a partir da década de 80 (revisado por COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; RIBEIRO et al., 2004), porém até o momento, ainda sdo escassos 0s
estudos relativos a candidemia no Hospital Universitario da Universidade Estadual de
Londrina que é centro de referéncia regional para o Sistema Unico de Saade (SUS).

A espécie Candida albicans ainda ¢ a mais associada a tais infecgdes, porém
nos ultimos anos tém se observado um aumento na ocorréncia de espécies de Candida nao-
albicans (COLOMBO et al.,, 2007; CHANG et al., 2008; HINRICHSEN et al., 2009;
BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010) que apresentam propensao a resisténcia ou sdo menos
suscetiveis aos antifungicos comumente utilizados na rotina clinica (BRUDER-
NASCIMENTO et al., 2010).

Diante da emergéncia de espécies de Candida nao-albicans surge a
necessidade de buscar alternativas para o controle destes micro-organismos. Neste contexto,
destacam-se substancias naturais, de origem vegetal, que tém sido fonte particularmente rica
de agentes anti-infecciosos (revisado por CUSHNIE; LAMB, 2005; RODRIGUEZ-TUDELA
et al., 2010).

O flavonoide baicaleina, tem se apresentado como alternativa promissora na
inibicao de diversos micro-organismos (revisado por HU et al., 2005; CUSHNIE; LAMB,
2005). A combinacdo de compostos vegetais com os antifingicos comumente utilizados,
atuando em sinergismo também vem sendo estudada com sucesso na inibi¢do do crescimento
destes patdgenos (HUANG et al., 2008; FU et al., 2010).

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivos o estudo da distribui¢cao
de espécies de Candida spp, obtidas de infec¢des hematogénicas de pacientes internados no
Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina nos anos de 2010 e 2011 e

avaliacdo quanto a suscetibilidade aos antifingicos mais comumente utilizados na pratica
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clinica, bem como de doengas subjacentes e fatores de risco associados aos episodios de
candidemia. O presente trabalho teve também por objetivo avaliar o potencial antifungico do
flavonoide baicaleina, assim, como o efeito sinérgico do mesmo em conjunto com fluconazol

sobre isolados de C. parapsilosis stricto sensu.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENERO CANDIDA

O género Candida compreende mais de 200 espécies, no entanto, poucas
sdo patogénicas ao homem (revisado por WARNOCK, 2007). Aproximadamente 65% das
espécies de Candida sdo incapazes de proliferacdo a 37°C, o que impede estas espécies de
serem agentes patogénicos bem sucedidos ou mesmo comensais em humanos (revisado por
SILVA et al., 2012). No inicio da década de 60 eram conhecidas apenas cinco espécies
patogénicas de Candida sendo que atualmente sdo conhecidas mais de dezessete espécies, no
entanto, 90% das infec¢des invasivas por Candida spp. sdo atribuidas a cinco espécies, sendo
estas Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e
Candida krusei (revisado por COLOMBO; GUIMARAES, 2003; PFALLER; DIEKEMA,
2007).

Espécies de Candida sdo mais frequentemente isoladas da cavidade oral, via
vulvovaginal e via urindria. Sdo detectados em cerca de 31 a 55% dos individuos saudaveis
(revisado por SILVA et al., 2012). A convivéncia levedura hospedeiro ocorre durante toda a
vida (revisado por RIBEIRO et al., 2004), no entanto, estes micro-organismos comensais
podem se tornar patogé€nicos caso ocorram alteracdes nos mecanismos de defesa do
hospedeiro.

A espécie C. albicans apresenta potencial patogénico bastante conhecido,
sendo a mais frequentemente isolada de infec¢des superficiais e invasivas em diferentes sitios
anatomicos e em casuisticas de todas as partes do mundo, inclusive permanece como a maior
causa de candidemia, apesar de grandes variacdes descritas conforme a regido demografica
(revisado por COLOMBO; GUIMARAES, 2003; WARNOCK, 2007). Contudo, nos tltimos
anos tém se observado um aumento na ocorréncia de espécies de Candida nao-albicans
(BASSETTTI et al., 2006; COLOMBO et al., 2007, CHANG et al., 2008; HINRICHSEN et al.,
2009; POIKONEM et al., 2010; DIEKEMA et al., 2012).

O aumento no niimero de espécies de Candida nao-albicans pode, em parte,
estar relacionado com a melhoria dos métodos de diagndstico, assim como, pode ser um
reflexo do seu nivel mais elevado de resisténcia a certos antifingicos em comparagdo com C.

albicans (revisado por SILVA et al., 2012).
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Entre as espécies de Candida nao-albicans, C. parapsilosis ¢ caracterizada
por alta ocorréncia em criangas e recém-nascidos prematuros (ALMIRANTE et al., 2006;
SPILIOPOULOU et al., 2010; TRAGIANNIDIS et al., 2012). No Brasil, C. parapsilosis é
responsavel por 20-30% dos episédios de candidemia, com prevaléncia similar entre
populagdes adulta e pediatrica (BRITO et al., 2006). Caracteristicamente, C. parapsilosis tem
uma elevada afinidade por nutricdo parenteral, tem grande capacidade de produzir biofilme
em superficies abiodticas e frequentemente coloniza as maos de profissionais da satde
(CLARCK et al., 2004; BONASSOLI et al., 2005; revisado por TROFA et al., 2008).

Em 2005, foi revista a classificagdo do complexo C. parapsilosis, sendo
proposto duas novas espécies, Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis para substituir as
espécies anteriormente designadas como C. parapsilosis grupo II e III, respectivamente
(TAVANTI et al., 2005). Ainda sdo poucos os estudos relativos a estas duas espécies.
Segundo estes autores, testes relacionados a caracterizagdo fenotipica, assimilagdo de
agucares, testes de suscetibilidade fingica e formacao de biofilme ndo apontaram diferengas
significativas entre as trés espécies do complexo C. parapsilosis (TAVANTI et al., 2005).

Ja a espécie C. tropicalis representa de 3 a 66% dos isolados sanguineos do
género Candida em todo o mundo, sendo que sua frequencia estd sujeita a localizagdo
geografica, onde se observa uma prevaléncia notavel em regides de climas tropicais (revisado
por CHALI et al., 2010). C. tropicalis possui consideravel potencial como agente oportunista
quando o hospedeiro encontra-se neutropénico (revisado por WARNOCK, 2007), quando ha
supressao da microbiota pelo uso de antimicrobianos e danos na mucosa gastrointestinal
(revisado por COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Colonizagio gastrointestinal por C.
tropicalis é comum em individuos saudaveis (até 30%), sendo um fator de risco reconhecido
para o desenvolvimento de candidiase invasiva (revisado por CHAI et al., 2010). Além da
colonizagdo gastrointestinal C. tropicalis pode ser encontrada na pele, trato geniturinario,
trato respiratorio e também pode ser recuperado a partir do meio ambiente, em particular a
partir de superficies em ambientes médicos (revisado por NEGRI et al., 2012).

Estudos experimentais em humanos demonstraram que C. tropicalis foi
capaz de sobreviver, por até 24 horas, nas maos de voluntarios, assim como, em superficies
inanimadas. Desta forma, tem sido sugerido que ha potencial de transmissdao cruzada de C.
tropicalis entre os profissionais de saude e pacientes (revisado por CHAI et al., 2010).

A incidéncia das espécies C. glabrata e C. krusei também esta associada a

localizagao geografica, sendo que em hospitais brasileiros ocorrem em baixa frequéncia. C.
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glabrata tem se tornado a segunda espécie mais comum em casos de candidemia na América
do Norte (revisado por WARNOCK, 2007). Sua maior ocorréncia esta associada a pacientes
idosos (revisado por COLOMBO; GUIMARAES, 2003; TORTORANO et al., 2006;
WARNOCK, 2007). Até recentemente, poucos estudos avaliaram os fatores de risco
independentes associados a aquisi¢do nosocomial de C. glabrata (revisado por SILVA et al.,
2012). Ja C. krusei tem-se mostrado como um patdgeno hospitalar ocasional, particularmente,
em pacientes portadores de doencas hematologicas malignas e/ou submetidos a transplante de
medula 6ssea (revisado por COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Segundo dados da literatura
(revisdo de PFALLER; DIEKEMA, 2007), embora C. krusei apresente resisténcia intrinseca
ao fluconazol esta espécie tem representado, mundialmente, ndo mais do que 2% a 4% das

infecgdes sanguineas por Candida, apesar do uso generalizado de fluconazol.

2.2 IDENTIFICACAO DE ESPECIES

Diferencas de viruléncia entre as espécies de Candida, bem como em sua
suscetibilidade a drogas antifiingicas tornam a identificagdo ao nivel de espécie importante
para o estabelecimento de um diagnoéstico definitivo. Além disso, a identificagdo ao nivel de
espécie ¢ fundamental para permitir a escolha da melhor abordagem terapéutica a ser adotada
na pratica clinica (ELLEPOLA; MORRISON, 2005).

Espécies de Candida podem ser identificados com base na assimilagido de
hidratos de carbono, testes de fermentagdo e por caracteristicas morfologicas, tais como
desenvolvimento de tubo germinativo e produgdo de clamidosporos. A maioria dos métodos
utilizados para a identificacdo de Candida spp. sdo aqueles com base na assimilagdo de
carboidratos e/ou deteccdo de enzimas a partir de kits disponiveis comercialmente
(ELLEPOLA; MORRISON, 2005). Esses métodos tornaram o processo de identificagdo mais
rapido e menos trabalhoso e permitem a identificagdo das espécies mais comuns de Candida,
enquanto a identificagdo de determinadas espécies de Candida como, por exemplo, a
diferenciacdo de C. dubliniensis de C. albicans, muitas vezes requer a utilizagdo de testes
bioquimicos complementares ou morfologicos para a identificagdo definitiva (revisado por
SILVA etal., 2012).

Meios de cultura diferenciais comercialmente disponiveis podem ser
utilizados para diferenciacdo das espécies de leveduras. Dentre eles, o meio CHROMagar®

Candida (CHROMagar, Paris, Franga) que ¢ um meio seletivo ¢ diferencial que tem como
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base o contraste da cor das colonias, produzidas por reagdes de enzimas espécie-especifica
com substrato cromogénico (ODDS; BERNAERTS, 1994; SPOLIDORIO et al., 2009). O
meio CHROMagar permite a identificacdo especifica de C. albicans (colonias de coloragdo
verde) C. tropicalis (colonias de coloracdo azul), e C. krusei (colonias de coloragdo rosa e
aparéncia aveludada) (BAUMGARTNER et al., 1996). Dadas as diferencas significativas na
suscetibilidade aos azolicos e outras drogas entre essas trés espécies, um método que permita
a sua deteccdo e identificacdo simultdnea pode facilitar o uso adequado de agentes
antifiingicos em pacientes de alto risco (PFALLER et al., 1996).

Apesar da alta sensibilidade e especificidade, sendo superiores a 99%
(ODDS; BERNAERTS, 1994), a identificagdao presuntiva apresenta algumas limitagdes como
a identificacdo de um numero limitado de espécies. Por esse fato, métodos adicionais sdo
necessarios para confirmacdo destas espécies e para a identificagdo de outras espécies de
Candida de importancia clinica (SHIN et al., 1997). As limitagdes descritas acima levaram ao
desenvolvimento alternativo da utilizagao de métodos moleculares. Esses sistemas oferecem o
potencial para a identificagdo mais rapida e especifica de Candida spp. em comparagdo aos
tradicionais métodos fenotipicos (ELLEPOLA; MORRISON, 2005).

Uma das alternativas, entre os métodos moleculares, compreende a reagao
em cadeia da polimerase (PCR), que consiste na amplificacido de milhdes de copias de
fragmentos especificas de DNA em apenas algumas horas (PIERCE, 2004). O principio desta
abordagem se baseia na utilizacdo de sequencias iniciadoras especificas que ndo permitem a
amplificagcdo de DNA do hospedeiro ou de outros micro-organismos. A técnica tem sido
utilizada para a detec¢do rapida e especifica de espécies de Candida envolvidas em processos
infecciosos, com sensibilidade de at¢ 100% (LUO; MITCHELL, 2002).

Regides altamente conservadas de DNA ribossomal tém sido os alvos mais
comuns utilizados para a amplificacdo por PCR e incluem as regides 5.8S, 18S e 26S do gene
rRNA. Outro alvo amplamente utilizado inclui as regides espécie-especifica, “internal
transcribed spacer” (ITS) posicionadas entre as regides conservadas, acima citadas
(ELLEPOLA; MORRISON, 2005). Como pode ser observado na Figura 1, os amplicons
apresentardo comprimentos distintos e podem ser eficazmente separados e reconhecidos por

eletroforese (LI et al., 2003).
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Figura 1 — Modelo esquematico da organiza¢do das regides génicas 18S,
5.8S, 26S e as regides ITS 1 e ITS 2, do DNA ribossomico,
reproduzido a partir de LI et al. (2003). As letras Cgl, Ck, Ca, Ct
e Cp representam respectivamente regides espécie especificas
das espécies C. glabrata, C. krusei, C. albicans, C. tropicalis ¢
complexo C. parapsilosis. ITS4 representa um iniciador reverso

universal.
ITS1 ITS2
cgl ck Cp
18S rDNA > * 5.8S rDNA —" | 26SrDNA
Ca Ct
ITsa

2.3 CANDIDEMIA

A ocorréncia de casos de candidemia em hospitais terciarios aumentou
substancialmente nas ultimas décadas em diferentes partes do mundo. Estudo realizado em
um periodo de 05 anos em um hospital na Itdlia apontou um aumento na incidéncia de
candidemia de 1,25 em 1999 para 3,06 episddios por 10000 pacientes/ano em 2003
(BASSETTI et al., 2006). Mais recentemente, Fortun e colaboradores (2012) em estudo
realizado em um periodo de 10 anos em um hospital na Espanha registrou um aumento na
incidéncia de candidemia de 0,57 em 2000 para 1,59 em 2009 por 1000 admissdes/ano.
Aumento na incidéncia de candidemia também foi observado na Australia, de 0,2 em 1999
para 0,69 em 2008 por 10000 pacientes/dia (PLAYFORD et al., 2010). No Brasil, Colombo e
colaboradores (2006) registraram uma incidéncia de 2,49 casos de candidemia por 1000
admissodes e 0,37 casos por 1000 pacientes/dia.

As razoes para a elevada incidéncia de candidemia em hospitais brasileiros
ndo sdo claras, mas pode estar relacionada a uma combinagao de fatores, incluindo diferencas
em recursos disponiveis para atendimento médico e programas de treinamento, dificuldades
na implementacdo de programas de controle de infec¢do em hospitais de paises em
desenvolvimento, um ntimero limitado de profissionais de satide disponiveis para atender os
pacientes em UTIs, e as praticas menos agressivas de profilaxia e tratamento antifingico
empirico (NUCCI et al., 2010).

Em paises como Taiwan e Estados Unidos o género Candida ¢ apontado
como o quarto patégeno mais frequentemente encontrado em amostras sanguineas

(WISPLINGHOFF et al., 2004; CHEN et al., 2010). Ja na Australia, Candida spp. foi
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apontada como o sétimo micro-organismo causador de infeccao sanguinea (PLAYFORD et
al., 2010).

Estudo realizado em diversos hospitais brasileiros apontou Candida spp.
como o sétimo micro-organismo mais prevalente em pacientes que apresentavam infec¢ao
sanguinea. Dentre as infecgdes causadas por fungos, 92,6% foram associadas a espécies de
Candida (MARRA et al., 2011).

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por via
enddgena, pela translocagdo do patogeno através do trato gastrointestinal, devido alguma
variavel que provoque desequilibrio da microbiota ou lesdo da mucosa gastrointestinal
(revisado por COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Infec¢des hematogénicas por Candida
também podem ser adquiridas por via exogena, pelo contato das maos mal higienizadas de
profissionais de satide com pacientes portadores de cateter vasculares central, implantes de
préteses contaminadas, bem como pela administracdo parenteral de solugdes contaminadas
(revisado por RIBEIRO et al., 2004).

As doengas fungicas invasivas estdo associadas com uma alta taxa de
mortalidade e o tratamento ¢ de alto custo (HASSAN et al., 2009; KETT et al., 2011). Estudo
brasileiro que analisou pacientes que apresentavam infec¢do sanguinea causada por diversos
micro-organismos apontou as taxas de morte causadas por Candida spp. entre as maiores
observadas, sendo de até 85,9% em pacientes de UTI (Unidade de Terapia Intensiva)
(MARRA et al., 2011). Kett e colaboradores (2011), em estudo realizado com pacientes de
UTI, observaram que as taxas de morte de pacientes que apresentavam infec¢ao sanguinea por
Candida (42,6%) foram maiores do que as taxas dos pacientes que apresentavam bacteremia

por Gram-positivas (25,3%) e Gram-negativas (29,1%).

2.4  EPIDEMIOLOGIA

2.4.1 Distribuigdo de Espécies de Candida Associados a Candidemia

Em paises da América do Norte como Canadd e Estados Unidos, C.
albicans ¢ a espécie mais prevalente entre os episodios de candidemia, sendo C. glabrata a
mais frequente entre as espécies de Candida nao-albicans (PAPPAS et al., 2003;
LAUPLAND et al., 2005; St-GERMAIN et al., 2008; DIEKEMA et al., 2012). A média da
frequéncia de ocorréncia de C. albicans, segundo esses autores, foi de 56,6% no Canada

(LAUPLAND et al., 2005; St-GERMAIN et al., 2008) ¢ de 46% nos Estados Unidos
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(PAPPAS et al., 2003; DIEKEMA et al., 2012). Para C. glabrata a frequéncia também foi
variavel, sendo que a menor encontrada foi de 17% (St-GERMALIN et al., 2008) e a maior foi
de 29% (DIEKEMA et al., 2012). Ainda entre as espécies de Candida nao-albicans, C.
parapsilosis ¢ a terceira mais frequente e C. tropicalis esta na quarta posi¢ao. C. krusei, no
geral, aparece como a quinta mais frequente (PAPPAS et al., 2003; LAUPLAND et al., 2005;
St-GERMAIN et al., 2008; DIEKEMA et al., 2012).

Predominio de C. albicans entre isolados sanguineos do género Candida,
também ¢ observado em paises Europeus, porém diferencas na distribui¢do de espécies de
Candida nao-albicans podem ser observadas. Semelhantemente ao que ocorre na America do
Norte, alguns paises Europeus (Ucrania, Alemanha, Austria e Suica) apresentam C. glabrata
como a mais frequente entre as espécies de Candida nao-albicans (MARCHETTI et al., 2004;
DAS et al.,, 2011; SCHMALRECK et al., 2012). Porém, perfil diferente pode ser observado
em paises como Espanha e Italia onde ha um predominio de C. parapsilosis, sendo que C.
glabrata, no geral, ocupa a terceira posigdo (CAGGIANO et al., 2008; CISTERNA et al.,
2010; BASSETTI et al., 2011; TORTORANO et al., 2012; FORTUN et al., 2012; PEMAN et
al., 2012).

No continente Asiatico grande variagdo pode ser encontrada. Em paises
como a India e a Tunisia ja pode ser observado & prevaléncia de Candida nao-albicans sobre
C. albicans (SELLAMI et al., 2010; AWASTHI et al., 2011). Segundo estes autores, C.
tropicalis tem sido a espécie mais frequente, sendo de 37,7% a propor¢do encontrada por
Sellami et al. (2010) e de 71,5% a encontrada por Awasthi et al. (2011). C. albicans ocupou a
segunda posigdo nos dois estudos. Ja em paises como Turquia e Taiwan, C. albicans ainda ¢é
apontada como a mais prevalente (CHEN et al., 2009; GURCUOGLU et al., 2010; CHEN et
al., 2011) sendo que C. parapsilosis e C. tropicalis foram observadas com maior frequéncia
entre as Candida nao-albicans.

Variagdo no padrdo etiologico também tem sido observada em estudos
realizados na América Latina, em especial, nos hospitais terciarios brasileiros. Analise da
distribuic@o de espécies de Candida de isolados sanguineos em hospitais argentinos aponta C.
albicans como a mais prevalente sendo C. parapsilosis e C. tropicalis as mais frequentes
entre as Candida ndo-albicans (CUENCA-ESTRELLA et al., 2002; CORDOBA et al., 2011).
Godoy e colaboradores (2003) em trabalho realizado em hospitais da América Latina,

incluindo Venezuela, Peru, Argentina e Brasil encontrou perfil semelhante, C. albicans foi a
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mais frequente sendo C. tropicalis a mais representada entre as espécies de Candida nao-
albicans, seguida por C. parapsilosis.

Quanto aos estudos realizados no Brasil podemos encontrar diferencas
etiologicas ndo apenas em ambito regional, mas também em ambito institucional. De modo
geral, os estudos brasileiros apontam C. albicans como a mais frequentemente isolada de
sangue, ficando C. parapsilosis e C. tropicalis como as mais prevalentes entre as Candida
nao-albicans que ora sdo relatadas como segunda ora como a terceira mais frequente,
conforme a instituigdo de estudo (AQUINO et al., 2005; COLOMBO et al.,, 2006;
COLOMBO et al., 2007; CHANG et al., 2008; FRANCA et al., 2008; HINRICHSEN et al.,
2008; BONFIETTI et al., 2012). Porém, perfil diferente foi observado por Medrano et al.
(2006) e Bruder-Nascimento et al. (2010) em hospitais localizados nas regides, Central e
Nordeste brasileiros, respectivamente. Segundo estes autores, C. parapsilosis foi a espécie
mais frequente seguida de C. albicans. Em trabalho posterior, realizado na regido Sul, C.
tropicalis foi a espécie mais frequente em isolados sanguineos, seguido de C. albicans ¢ C.
parapsilosis com as mesmas frequéncias (FURLANETO et al., 2011).

Quanto a C. glabrata, no geral, tem sido relatada como a quarta espécie
mais frequente em hospitais brasileiros, independente da regido de estudo (AQUINO et al.,
2005; COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et al., 2007; CHANG et al., 2008; FRANCA et
al., 2008; HINRICHSEN et al., 2008; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; BONFIETTI et
al., 2012).

Considerando as espécies do complexo C. parapsilosis, estudos realizados
at¢ o momento tém revelado baixa frequéncia de C. orthopsilosis e C. metapsilosis
comparativamente a C. parapsilosis stricto sensu. Um estudo abrangente que envolveu 29
paises representando os seis continentes demonstrou que C. parapsilosis strito senso
representou 91,3% dos isolados, sendo que C. orthopsilosis ¢ C. metapsilosis representaram
1,8% e 0,8%, respectivamente (LOCKHART et al.,, 2008). No Brasil, em um estudo
multicéntrico foi demonstrado que do total dos isolados do complexo C. parapsilosis
reidentificados, 88% foi representado por C. parapsilosis strito senso, 9% por C. orthopsilosis
e 3% por C. metapsilosis (GONCALVES et al., 2010).

Sao muitas as especulagdes relativas aos fatores que influenciam a
distribuicao de espécies do género Candida ao redor do mundo. Alguns fatores como idade,

aumento no uso do fluconazol e at¢ mesmo de antibidticos, assim como alguns fatores de
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risco sdo apontados por estarem relacionados com maiores ou menores frequéncias de
determinadas espécies de Candida.

A prevaléncia de C. parapsilosis, entre as espécies de Candida nao-
albicans, em amostras de infecgdo sanguinea de neonatos e criangas, foi observada por
diversos autores (PAPPAS et al., 2003; COLOMBO et al., 2006; TRAGIANNIDIS et al.,
2012; SPILIOPOULOU et al., 2012). Outros autores relatam ainda, a prevaléncia de C.
parapsilosis at¢é mesmo sobre C. albicans (MATSUMOTO et al., 2001; ALMIRANTE et al.,
2006). Em contrapartida C. glabrata vem sendo relacionada com maior frequéncia a pacientes
idosos (MALANI et al., 2010). Revisao apresentada por Tortorano e colaboradores (2006)
apontou que com o aumento da idade dos pacientes houve uma redugdo na porcentagem de C.
parapsilosis ¢ um aumento paralelo de espécies de C. glabrata.

Nos ultimos anos, vem aumentando o numero de infecgdes invasivas
causadas por espécies de Candida ndo-albicans em diversas partes do mundo (revisado por
WARNOCK, 2007; NUCCI et al., 2010). O aumento no uso de fluconazol, ocorrido durante a
década de 90, ¢ considerado como o provavel fator responsavel pelo aumento na frequéncia
de C. glabrata a partir deste periodo (TRICK et al., 2002). Lortholary e colaboradores (2011)
também observaram mudangas significativas na frequéncia de espécies de Candida spp.
quando houve exposi¢do prévia dos pacientes aos antifungicos fluconazol e caspofungina.
Com relagdo a pré-exposi¢ao ao fluconazol o autor relatou um aumento na frequéncia de C.
glabrata e C. krusei frente a queda de C. albicans. Ja frente a pré-exposigdo a caspofungina
houve um aumento na frequéncia de C. parapsilosis, bem como de C. glabrata e C. krusei.

No entanto, Diekema et al. (2012) notou um aumento progressivo de C.
glabrata apesar de ndo ter havido aumento nas taxas de resisténcia desta espécie ao
fluconazol. Poikonen e colaboradores (2010) também nao encontraram correlagdo do aumento
de C. glabrata com o aumento do uso do fluconazol em estudo realizado nos anos de 2004-
2007. Os autores, acima mencionados, sugerem que outros fatores, além do uso prévio de
fluconazol, podem estar relacionados ao aumento de C. glabrata. Alguns autores defendem
que a exposicdo prévia a determinados antibidticos, pode estar mais associada com o
desenvolvimento de C. glabrata, do que com o uso prévio do fluconazol (LIN et al., 2005).

Em estudo realizado in vivo foram demonstradas diferengas significativas na
patogenicidade relativa entre as varias espécies de Candida envolvidas em infecgdes humanas
(Arendrup et al., 2002). As oito espécies estudadas foram divididas em trés grupos de

viruléncia de acordo com a redugdo da patogenicidade observada: I: C. albicans e C.
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tropicalis, II: C. glabrata, C. lusitaniae ¢ C. kefyr e IIl: C. parapsilosis, C. krusei ¢ C.
guilliermondii. Os mesmos autores correlacionaram a incidéncia de espécies com o ranking de
patogenicidade encontrado. Porém, como anteriormente mencionado, outros fatores estdo
relacionados com a distribuicdo de espécies como a faixa etaria, a regido geografica e o
tratamento utilizado. Os estudos mostram, cada vez mais, uma inter-relagdo destes fatores na

determinagdo da distribuicdo das espécies.

2.4.2 Doencas de Base e Fatores de Risco Associados a Episodios de Candidemia

Alteragdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro como mudangas
fisiologicas caracteristicas da infancia (prematuridade) e envelhecimento ou mais
frequentemente associadas a doengas degenerativas, neopléasicas, imunodeficiéncias
congénitas ou adquiridas e imunodepressdo adquiridas e imunossupressao induzida por atos
médicos pode tornar estes micro-organismos comensais em patogénicos (revisado por
COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Da mesma forma, fatores que aumentem a colonizacdo intestinal por
Candida, como o uso de antibidtico, ou que determinem atrofia ou lesdo de mucosa intestinal
como nutricdo parenteral total e quimioterapia, pode potencializar o fendmeno de
translocagdo no tubo gastrointestinal destes micro-organismos, até os capilares mesentéricos,
devido ao desequilibrio da microbiota ou lesdo da mucosa gastrointestinal causado (revisado
por COLOMBO; GUIMARAES, 2003). A patogenicidade destes micro-organismos esta
diretamente relacionada ao estado imunologico do hospedeiro.

Dentre os fatores de risco, de maior frequéncia, relatados entre os pacientes
diagnosticados com candidemia estd o uso de antibidtico, englobando até 97% dos pacientes
(FRANCA et al.,, 2008). Valores semelhantes foram encontrados por outros autores
(AQUINO et al., 2005; ALMIRANTE et al., 2006; HINRICHSEN et al., 2008). A exposi¢ao
ao uso multiplo e prolongado de antibiodticos de largo espectro, foi apontada com um fator de
risco independente para candidemia. A razdo para isso ¢ que muitos dos antibidticos levam a
deplecdo da microbiota normal, resultando em crescimento excessivo de fungos (revisado por
GIRI; KINDO, 2012).

Outro fator de risco prevalente nos estudos € o uso de cateter venoso central.
As taxas de pacientes com candidemia, que utilizam cateter venoso central, variam de 36% a

71,8% (AQUINO et al., 2005; MEDRANO et al., 2006; HINRICHSEN et al., 2008; CHANG
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et al., 2008; ORTEGA et al., 2011). Labelle e colaboradores (2008) verificaram que a
manutengdo do cateter venoso central em pacientes que foram diagnosticados com
candidemia caracterizava a presen¢a de fungemia persistente. O mesmo autor apontou a
relacdo da ndo retirada do processo invasivo com o aumento da mortalidade hospitalar, em
pacientes com infec¢des da corrente sanguinea por Candida. Analise realizada nos anos de
2005-2009, por Fortun e colaboradores (2012), demonstrou a infec¢ao relacionada a cateter,
como a principal fonte de candidemia.

Dentre os fatores de risco relacionados a candidemia, ainda podem-se
destacar a nutricdo parenteral, cirurgia prévia, ventilagdo mecanica, ¢ longo periodo de
internagdo (MEDRANO et al., 2006; COLOMBO et al., 2007, CHANG et al., 2008;
HINRICHSEN et al., 2008; CISTERNA et al., 2010; CHEN et al., 2011). Os dados apontam a
candidemia como uma complicacdo tardia devido a hospitalizacdo do paciente (COLOMBO
et al., 2006).

A utilizagao de Nutri¢ao Parenteral Total (NPT) foi demonstrada ser um
fator de risco independente para candidemia. As espécies de Candida podem crescer bem
nestas solugdes parenterais nutritivas (revisado por GIRI; KINDO, 2012). Da mesma forma,
as intervengdes cirurgicas no trato gastrointestinal, também sdo referidas como um fator de
risco, pois a ruptura da mucosa pode causar a semeadura da corrente sanguinea por espécies
de Candida, que colonizam o intestino (revisado por GIRI; KINDO, 2012).

Levantamento realizado em 11 hospitais terciarios localizados em regides
brasileiras distintas revelou que 46% dos pacientes diagnosticados com candidemia, estavam
internados em unidade de terapia intensiva (UTI), incluindo a unidade de terapia intensiva
neonatal (COLOMBO et al., 2006). Altas taxas de internamento em UTI em pacientes com
infeccdo sanguinea causada por Candida spp. t€m sido relatadas (CHANG et al., 2008;
FRANCA et al., 2008; HINRICHSEN et al., 2009) demonstrando a importancia da colocacao
das UTIs na epidemiologia de candidemia (COLOMBO et al., 2006).

Estudo multicéntrico realizado por Pfaller e colaboradores (2011) apontou
que a frequéncia de pacientes internados em UTI diagnosticados com infec¢do sanguinea
devido ao género Candida foi maior na América Latina (56,5%) em comparagdo com a
Europa (44,4%) e América do Norte (39,6%). Os autores observaram, ainda, que os casos de
candidemia em pacientes de UTI estdo se deslocando para alas distintas no caso de hospitais
localizados na America Latina e do Norte. O autor conclui que os resultados indicam que a

candidemia ndo pode mais ser considerada apenas uma infec¢do relacionada a pacientes de
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UTI e, por isso, os esforcos para projetar estratégias preventivas e de diagnostico deve ser
expandido para incluir outras populagdes de risco dentro dos hospitais.

Além dos fatores de risco que parecem estar associados a capacidade destes
micro-organismos comensais se tornarem patogénicos, t€ém-se algumas doencas de base que
hoje sdo tratadas como fatores de risco para o processo infeccioso sanguineo devido a
Candida spp.

Entre as doencas de base citadas por diversos autores estdo a pulmonar,
neuroldgica, cardiaca, diabetes, prematuridade e doengas gastrointestinais. Também sao
citados os diversos tipos de cancer como a leucemia, linfoma e neoplasias (AQUINO et al.,
2005; LAUPLAND et al., 2005, MEDRANO et al., 2006; COLOMBO et al., 2007;
HINRICHSEN et al., 2009; GUIMARAES et al., 2012). Além destes fatores, grupos de
pacientes muito jovens (< 1 ano) ou idosos (> 75 anos), também sdo considerados de alto
risco (LAUPLAND et al., 2005). Guimaraes e colaboradores (2012) ao comparar as taxas de
morte de pacientes com candidemia, idosos (=60 anos) e jovens (>14 anos) relatou uma
porcentagem de 70% para o primeiro grupo e de 45% para o segundo.

As taxas de mortalidade entre pacientes com candidemia sdo geralmente
altas, acometendo uma média de 53,98% dos pacientes (AQUINO et al., 2005; LAUPLAND
et al., 2005; COLOMBO et al., 2007; FRANCA et al., 2008; HINRICHSEN et al., 2009).

Segundo a literatura existem variacdes na taxa de mortalidade entre os
pacientes acometidos com as diferentes espécies de Candida. Pappas e colaboradores (2003)
encontraram alta taxa de mortalidade, entre adultos com candidemia, associada a espécie de
C. albicans (47%) enquanto que as mortes associadas a espécie de C. parapsilosis foram
menores (24%). Almirante e colaboradores (2006) também encontraram menores taxas de
morte relacionadas a C. parapsilosis (23%) quando comparado a C. albicans (43%). Revisao
apresentada por Tortorano e colaboradores (2006) mostra que C. krusei, C. glabrata ¢ C.
tropicalis parecem ser particularmente severas, visto os resultados desfavoraveis apresentados
com relacdo as taxas de morte relacionados a essas espécies, acometendo mais de 40% dos
pacientes. Mais recentemente, Ortega e colaboradores (2011) destacaram a alta taxa de morte
ocorrida entre pacientes que apresentavam candidemia por C. krusei (39%) com relagdo a C.

parapsilosis (23%).
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2.5 ANTIFUNGICOS, MECANISMOS DE ACAO E RESISTENCIA

Em comparacdo com os antibioticos, o desenvolvimento de agentes
antifingicos tem sido relativamente limitado. O fato pode ser atribuido a vérios fatores,
incluindo problemas na identificagdo de um agente eficaz que apresente toxicidade seletiva
contra células fingicas. Por quase 30 anos, o antifingico anfotericina B, conhecido como
causa de significante nefrotoxicidade, foi a unica droga disponivel no controle das infec¢des
fungicas (revisado por GHANNOUM; RICE, 1999).

No final dos anos 80 foram aprovadas novas drogas, os imidazois e triazois
que apresentaram alta eficidcia e seguranca no tratamento de infecgdes fungicas locais e
sistémica. Devido ao alto perfil de seguranga, os triazois, em particular, o fluconazol tornou-
se amplamente utilizado (revisado por GHANNOUM; RICE, 1999).

O aumento na disponibilidade de diferentes tipos de antifingicos tem levado
ao aumento no uso dos mesmos, levando a pressdo seletiva e resisténcia emergente
(RODRIGUEZ-TUDELA et al.,, 2010). Resisténcia microbioldgica pode ser primaria
(intrinseco) ou secunddria (adquirida). A resisténcia primaria ¢ encontrada naturalmente entre
certos fungos, sem exposi¢do prévia ao farmaco. J& a resisténcia secundaria se desenvolve
entre as linhagens anteriormente suscetiveis, que apos a exposi¢cdo ao agente antifungico se
tornam resistentes. Geralmente ¢ dependente de alteracao na expressao génica (KANAFANI;

PERFECT, 2008).

2.5.1 Anfotericina B

O antifingico anfotericina B (Fig. 2), possui a¢do fungicida e um espectro
amplo de acdo, sendo ativa para a maior parte das espécies causadoras de micoses sistémicas
(revisado por GERGOPAPADAKOU, 1998; ALONSO et al., 2005). Atua nas membranas
celulares que contem ergosterol, se ligando aos mesmos (revisado por ALONSO et al., 2005).
O ergosterol ¢ um importante componente das membranas celulares de fungos sendo
necessario para a integridade da célula e crescimento fungico (revisado por ELEWSKI;

OHIO, 1993).
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Figura 2 — Estrutura quimica do antifungico
Anfotericina B.
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O complexo formado entre anfotericina B e ergosterol nas membranas
fingicas formara poros através da membrana resultando em uma alteracdo da permeabilidade,
perda de componentes citoplasmaticos vitais e por fim a morte do micro-organismo (revisado
por GHANNOUM; RICE, 1999). O interesse clinico na anfotericina B est4 relacionado ao
fato de ainda ser rara a resisténcia de isolados a esta droga. Porém sua baixa habilidade em
diferenciar o ergosterol fungico do colesterol em células de mamiferos, explicando sua
toxicidade renal, limita seu uso (revisado por ALONSO et al., 2005; CARRILLO-MUNOZ et
al., 2000).

Resisténcia a polienos acredita ser resultado da produ¢ao de uma membrana
celular com composi¢do ou quantidade de esterdis alterada. Mutacdes nos genes ERG 3
(promove decréscimo producao de ergosterol); ERG 11 (gene que codifica a enzima alvo) e
no gene ERG 6 (necessario para a fungdo normal da membrana, mas ndo ¢ essencial para a
biossintese de esterol) podem resultar em resisténcia ao polieno (GUBBINS; ANAISSIE,
2009).

Embora haja pouca variagdo temporal ou geografica na suscetibilidade de
espécies de Candida a anfotericina B, tem sido observado que tanto C. glabrata quanto C.
krusei exibem diminuigcdo da suscetibilidade a este antifingico em compara¢do com C.
albicans (revisado por PFALLER; DIEKEMA, 2007). Embora C. lusitaniae desenvolva
resisténcia clinica a anfotericina B, a mesma parece ser suscetivel a este agente, no isolamento
inicial de sangue. Assim, a resisténcia a anfotericina B parece ndo ser inata nesta espécie, mas
desenvolve secundariamente durante o tratamento (revisado por PFALLER; DIEKEMA,

2007).
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2.5.2 Antifungicos Azolicos

Este grupo de farmacos também tem sido historicamente importante, tanto
no tratamento de micoses superficiais como profundas. Os antifungicos azolicos (Fig. 3), mais
especificamente o fluconazol e itraconazol surgiram na década de 90. Posteriormente, 2002, o
voriconazol também entrou no mercado de antifungicos (revisado por ALONSO et al., 2005;
e SHALINI et al., 2011). Comparado aos imidazois (cetoconazol, miconazol e clotrimazol),
os triazdis sdo menos susceptiveis a degradagdo metabodlica, apresentam maior especificidade,

maior potencial e maior espectro de acdo (revisado por SHALINI et al., 2011).

Figura 3 — Estrutura quimica dos antifingicos azolicos fluconazol,
voriconazol e itraconazol.
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Os antifungicos azolicos sdo fungistaticos com espectro de ag¢do amplo,
sendo o mecanismo de agdo baseado na via de biossintese do ergosterol (revisado
GERGOPAPADAKOU, 1998; CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). A droga inibe a enzima
lanosterol 14-alfa esterol-dimetilase dependente do citocromo P-450, envolvidas na conversao
do lanosterol para ergosterol. Desta forma, hd uma diminui¢cdo do ergosterol e acumulo de
precursores, resultando em uma membrana plasmatica com estrutura e funcdo alteradas

(revisado por SAAG; DISMUKES, 1988; GHANNOUM; RICE, 1999). Os azois diferem nas
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suas afinidades para com seu alvo, o que pode explicar as diferencas nos seus espectros de
atividade (KANAFANI; PERFECT, 2008).

A sintese do colesterol em mamiferos também ¢ bloqueada pelos azbis na
etapa 14-alfa demetilacdo, porém as doses requeridas para afetar o mesmo nivel de inibigao
sdo muito maiores do que aquelas requeridas para o fungo (revisado por GHANNOUM,;
RICE, 1999).

Virias linhas de estudo apontam que a modificagdo da qualidade ou
quantidade de 14-alfa demetilase ¢ responsavel pela resisténcia de isolados aos antifingicos
azolicos (revisado por GHANNOUM; RICE, 1999). Mutagdes pontuais no gene ERG11, que
esta relacionado com a codificagdo da enzima alvo, promove alteragdes no alvo. Estas
alteracdes resultam em uma afinidade reduzida ou até mesmo uma incapacidade de ligacao
dos azodis. Este mecanismo pode ser agravado se houver super-expressdo da enzima alvo
alterada (PFALLER, 2012).

Revisdo apresentada por Kanafani e Perfect (2008) revela que a exposi¢ao
aos compostos azolicos promove o acumulo do produto toxico, 14a-metil-3,6-diol,
promovendo a interrup¢do do crescimento celular. Porém uma mutacdo no gene ERG 3,
impede a formacdo destes produtos toxicos a partir do precursor 14 a - metilfecosterol. O
mesmo autor relata, ainda, que a substituicdo do ergosterol por este Gltimo produto origina
membranas funcionais e anula a acdo dos azodis na via biossintética do ergosterol. Alguns
autores defendem que a inibicdo fungica estd mais relacionada com o actmulo de
intermediarios téxicos do que com a auséncia do ergosterol na membrana (revisado por
CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

Genes envolvidos na expressdao de bombas de efluxo também parecem estar
relacionados a resisténcia aos azodis (revisado por GHANNOUM; RICE, 1999). O
desenvolvimento de bombas de efluxo ativas resulta em concentragdes diminuidas de droga
no local de a¢do. As bombas de efluxo nas espécies de Candida sido codificadas por duas
familias de genes: as CDR e MDR. Os genes CDR conferem resisténcia a quase todos os
azo6is, enquanto que as bombas de efluxo codificadas pelos genes MDR tem um espectro mais
restrito, especifico para fluconazol (KANAFANI; PERFECT, 2008).

Mais de um mecanismo de resisténcia pode estar associado com um
determinado isolado, e as alteracdes que conduzem a resisténcia podem ocorrer em sequéncia

e pode ter efeitos aditivos ou causar resisténcia cruzada (PFALLER, 2012).
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Revisdo apresentada por Pfaller e Diekema (2007) aponta que da mesma
forma que a frequéncia de isolados de C. glabrata é variavel de acordo com a regido
geografica, a frequéncia de resisténcia ao fluconazol também varia. Nas regides onde a C.
glabrata é menos comum (Asia-Pacifico e América Latina), os isolados sdo menos resistentes
ao fluconazol (10,6% para 13,2%) enquanto que na América do Norte, a regido com a maior
frequéncia de C. glabrata, mostra taxa mais elevada de resisténcia (18,0%).

Assim como a frequéncia de isolamento de C. rugosa tem aumentado nos
ultimos anos, a sua resisténcia ao fluconazol também aumentou de 30% em 2001 para 61%
em 2003. C. rugosa também apresentou um aumento nas taxas de resisténcia ao voriconazol
de 3,1% em 2001 para 38,0% em 2002 e 2003 (revisado por PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Segundo Gubbins e Anaissie (2009) o antifungico voriconazol ¢ um agente
ativo contra todas as espécies de Candida, incluindo as resistentes ao fluconazol, C. glabrata
e C. krusei. Favalessa ¢ colaboradores (2010) verificaram que o antifingico voriconazol
apresentou boa atividade in vitro contra C. krusei. Segundo estes autores, ndo foram
detectados isolados resistentes, mostrando a¢ao efetiva a isolados intrinsecamente resistentes
ao fluconazol. Perfil semelhante foi observado por Uzun et al. (2000) onde valores de MICs
frente ao voriconazol foram baixos para isolados de C. krusei.

Em trabalhos recentes onde foram adotados os novos pontos de corte
clinicos para o fluconazol foi relatado um aumento moderado de isolados de C. parapsilosis
resistentes a esta droga (CANTON etal.,, 2011; PFALLER et al., 2011; PEMAN et al., 2012).
Segundo Pfaller e colaboradores (2011) é necessario cuidado na escolha dos agentes
antifingicos, visto que a Sociedade de Doencas Infecciosas da America (IDSA) recomenda
que os pacientes com candidiase invasiva por C. parapsilosis deve ser tratado com formagdes
lipidicas de Anfotericina B ou fluconazol.

Com excecdo de C. glabrata, o itraconazol apresenta atividade de moderada
a alta contra a maioria das espécies de Candida, suscetiveis e resistentes ao fluconazol
(revisado por GUBBINS; ANAISSIE, 2009).

A resisténcia cruzada entre fluconazol e os triazois voriconazol,
posaconazol, e itraconazol estd bem descrita entre isolados de C. glabrata, e esta associada
com a expressao aumentada dos genes CgCDR1 e CgCDR2, que codificam as bombas de
efluxo CDR (revisado por PFALLER; DIEKEMA, 2007). Em contraste ao que ocorre com C.

glabrata, a resisténcia cruzada entre fluconazol e voriconazol, in vitro, ¢ incomum para C.
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krusei. O voriconazol se liga de forma mais eficaz ao alvo (enzima 14-alfa esterol-dimetilase)

do que o fluconazol para esta espécie (revisado por PFALLER; DIEKEMA, 2007).

2.6  FLAVONOIDES

Resisténcia aos antimicrobianos tem se tornado um problema global,
levando a necessidade de busca de drogas eficazes. Modificagdes estruturais de
antimicrobianos ja existentes tém provado ser uma forma efetiva de estender o tempo de vida
dos mesmos, como ocorrido com os antifingicos azolicos. Porém o espectro de alternativas
vem diminuindo, ¢ uma opg¢do seria o uso de produtos naturais que tém sido fonte
particularmente rica de agentes anti-infecciosos (revisado por CUSHNIE; LAMB, 2005).

Neste contexto, os flavonoides, produtos naturais de origem vegetal, vém se
tornando objeto de pesquisas médicas, decorrente de suas diferentes propriedades. Ensaios
biologicos revelam que possuem atividade anti-inflamatoéria, antimicrobiana, antioxidante,
antialérgica, antitumoral, anti-hipertensivo e inibi¢do enzimatica (revisado por CUSHNIE;
LAMB, 2005; MACHADO et al., 2008).

Os flavonoides representam um dos grupos de maior diversidade entre os
produtos de origem vegetal e estao amplamente distribuidos, sendo as angiospermas, o grupo
que apresenta a maior abundancia e diversidade estrutural de flavonoides (ZUANAZZI et al.,
2004). Sao formados por compostos de baixo peso molecular que comportam um esqueleto
comum (C6-C3-C6), que consiste de trés anéis sendo dois de benzeno e um central
heterociclico (Fig. 4) (revisado por MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; CUSHNIE; LAMB,
2005). As atividades bioquimicas dos flavonoides e de seus metabdlitos dependem de sua
estrutura quimica, que podem variar com substitui¢des incluindo hidrogenagao, hidroxilagdes,

metilagdes, glicosilagdes entre outros (revisado por MACHADO et al., 2008).

2.6.1 Baicaleina

Baicaleina (Fig. 4) ¢ um flavonoide derivado da raiz de Scutellaria
baicalensis, uma tradicional erva medicinal chinesa, que tem sido utilizada ha centenas de
anos (revisado por HU et al., 2005; CUSHNIE; LAMB, 2005). A Baicaleina tem sido relatada
por ter varias propriedades benéficas, tais como antivirais (CHEN et al, 2011; JOHARI et al.,
2012; ZANDI et al, 2012), antibacteriana (CHAN et al., 2011) e antifingica, contra espécies
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do género Candida (CAO et al., 2008; HUANG et al., 2008; DAI et al., 2009; KANG et al.,
2010; FU et al., 2011).

O primeiro trabalho a relatar atividade antifingica da baicaleina contra o
género Candida foi realizado por Cao ¢ colaboradores (2008). Os autores analisaram o efeito
da baicaleina nas formagdes de biofilme por C. albicans e encontraram inibigdes na formagao
dos mesmos, sendo superiores a 70%. Imagens de microscopia eletronica demonstraram que o
tratamento com baicaleina inibiu a formagdo de hifas verdadeiras, a principal estrutura

observada em biofilmes, contribuindo para a forma¢ao de uma arquitetura menos estruturada.

Figura 4 — Estrutura quimica da baicaleina.
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Ainda no mesmo ano, Huang e colaboradores (2008) descreveram a agdo da
baicaleina em células planctonicas, assim como, a ac¢do sinérgica entre o fluconazol e
baicaleina contra 30 isolados clinicos de C. albicans resistentes ao fluconazol. Tanto o
fluconazol quanto a baicaleina mostraram baixa atividade antifingica quando testados
sozinhos, porém a interacdo dos mesmos promoveu uma acentuada diminui¢ao nos valores de
CIM (Concentragao Inibitoria Minima). O mesmo autor demonstrou, ainda, que a baicaleina
reduziu a extrusdo da droga pelas células de levedura por meio da inibicdo de bombas de
efluxo. Mais recentemente, a investigacdo de atividades antibacterianas da baicaleina, em
associagdo com varios antibioticos contra cepas de Staphylococcus aureus meticilina
resistentes, demonstrou que a baicaleina inverteu significativamente a resisténcia ao
antibidtico ciprofloxacina, possivelmente pela inibicdo de bombas de efluxo (CHAN et al.,
2011).

O primeiro relato de que a baicaleina poderia induzir a apoptose em C.
albicans foi feito por Dai e colaboradores (2009). Em trabalho posterior foi demonstrado que
o potencial de induzir a apoptose, pelo flavonoide baicaleina, foi potencializado ao ser

combinado com o antifungico anfotericina B, indicando sinergismo dos dois compostos na



34

indu¢do da apoptose em C. albicans. Sinergismo também foi observado no teste de
suscetibilidade fungica (FU et al., 2011). Hirunuma e colaboradores (2011) observaram que
em resposta ao dano mecanico, raizes da planta Scutellaria baicalensis (fonte baicaleina)
sofrem morte celular em 24 horas e curiosamente a baicaleina foi identificada como sendo o
fator de regulacdo da apoptose nas raizes danificadas desta planta. O flavonoide, apds o dano
celular, ¢ imediatamente translocado para o nucleo, que conduz a apoptose.

Além da verificacdo do fendomeno de apoptose propriamente dita Dai et al.
(2009) e Fu et al. (2010) verificaram alguns mecanismos intimamente relacionados a apoptose
como a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Porém Kang e colaboradores
(2010), os primeiros a analisarem o efeito da baicaleina em espécies de Candida nao-albicans,
ao avaliar a atividade antifingica do flavonoide contra a espécie C. krusei, concluiram que os
mecanismos responsaveis por levar a morte da levedura diferem daqueles ocorridos na
espécie C. albicans. Mecanismos sinalizadores da apoptose, como a produgdo de espécies
reativas de oxigénio e¢ a fragmentagdo do DNA ndo foram observadas para C. krusei, assim
como ocorrido para C. albicans. Porém a baicaleina, no teste de suscetibilidade fingica,
apresentou maior potencial antifingico contra a espécie de C. krusei do que para a espécie de
C. albicans.

Serpa e colaboradores (2012) foram os primeiros autores que avaliaram a
atividade antifiingica, in vitro, da baicaleina contra C. parapsilosis ¢ C. tropicalis. Entre as
espécies de Candida analisadas, houve grande variacdo na sensibilidade, sendo que, os
isolados de C. tropicalis foram os menos suscetiveis, com relagdo, aos de C. albicans e C.
parapsilosis. Efeito sinérgico entre a baicaleina ¢ o fluconazol foi observado para C.
parapsilosis. O trabalho também reportou a alta perda de viabilidade celular, frente a

baicaleina, nas trés espécies estudadas.
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PARTE I

EPIDEMIOLOGIA, DISTRIBUICAO DE ESPECIES E PERFIL DE
SUSCETIBILIDADE DE ISOLADOS SANGUINEOS DE Candida spp. DO
HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA

1 INTRODUCAO

Leveduras do género Candida sdo encontradas na microbiota da pele e
mucosa do homem desde o nascimento (RIBEIRO et al., 2004). Estes micro-organismos
comensais podem se tornar patogénicos caso ocorram alteragdes nos mecanismos de defesa
do hospedeiro (revisado por COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Infecgdes por Candida
envolvem um espectro amplo de doengas superficiais e invasivas. Entre as infecgdes invasivas
causadas pelo género Candida, salienta-se a relevancia clinica dos casos de infecgdes de
corrente sanguinea, conhecida como candidemia ou candidiase hematogénica.

O aumento no emprego de processos invasivos como nutricdo parenteral,
cateter venoso central, processos cirirgicos e também o uso de antimicrobianos de amplo
espectro, tem propiciado o aumento da sobrevida de pacientes criticamente comprometidos,
levando por consequéncia ao aumento no risco de aquisicdo de infecgdes sanguineas por
Candida.

Alguns autores relatam o género Candida como o quarto patdogeno mais
frequentemente encontrado em amostras sanguineas (WISPLINGHOFF et al., 2004; CHEN et
al., 2010). Amplo estudo realizado em hospitais brasileiros apontou Candida spp. como o
sétimo micro-organismo mais prevalente em pacientes que apresentavam infeccao sanguinea.
Dentre as infec¢des causadas por fungos, 92,6% foram apontadas como sendo do género
Candida. As taxas de morte causadas por Candida spp. foram as maiores observadas, sendo
de até 85,9% em pacientes de UTI (Unidade de Terapia Intensiva) (MARRA et al., 2011). As
doengas flngicas invasivas estdo associadas com uma alta taxa de mortalidade e o tratamento
¢ de alto custo (HASSAN et al., 2010; KETT et al., 2011).

Candida albicans ainda ¢é a espécie mais associada a infec¢des, entretanto,
nos ultimos anos tém se observado um aumento na ocorréncia de espécies de Candida nao-

albicans (COLOMBO et al., 2007, CHANG et al., 2008; HINRICHSEN et al., 2009;
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POIKONEM et al., 2010; DIEKEMA et al., 2012). Algumas espécies de Candida nao-
albicans apresentam propensdo a resisténcia ou sdo menos suscetiveis aos antifungicos
comumente utilizados na rotina clinica (CUENCA-ESTRELLA et al., 2011; SCHMALRECK
et al., 2012). O aumento na disponibilidade de diferentes tipos de antifingicos tem levado ao
aumento no uso dos mesmos, levando a pressdo seletiva e resisténcia emergente
(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2010).

Até o momento, ainda sdo escassos os estudos relativos a candidemia no
Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina. Furlaneto et al. (2011) foram os
primeiros pesquisadores a relatar a distribuicdo e o perfil de resisténcia ao fluconazol de
espécies de Candida nesta institui¢do. Os estudos apontaram uma tendéncia na prevaléncia de
isolados pertencentes as espécies de Candida ndo-albicans em diversos sitios anatdomicos
avaliados, incluindo secre¢do traqueal, lesdo de pele/unha e sangue. O trabalho também
reportou a baixa frequéncia de resisténcia ao fluconazol com excegdo a isolados de Candida
glabrata.

Diferencas epidemioldgicas, assim como, diferencas quanto a
suscetibilidade fingica sdo encontradas ndo apenas em ambito regional como também em
ambito institucional. Desta forma ¢ necessario um estudo continuo para analisar possiveis
mudancgas no perfil de resisténcia e frequéncia de espécies, assim como nos fatores de risco

associados a candidemia.

1.1  OBJETIVOS

- Avaliar a distribuicdo de espécies de Candida associadas a episddios de
candidemia em pacientes do Hospital Universitario (HU) da Universidade
Estadual de Londrina/PR (UEL) no periodo de janeiro de 2010 a dezembro
de 2011;

- realizar levantamento, em prontuario médico, de caracteristicas
relacionadas aos pacientes, quanto a sexo, idade, unidade de internacao e
doencas de base, assim como, levantamento dos fatores de risco associados

aos episodios de candidemia;

- avaliar o perfil de suscetibilidade dos isolados frente aos antifiingicos

fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracteristicas Clinicas

O estudo foi realizado no Hospital Universitario de Londrina, localizado no
estado do Parana, Brasil, hospital terciario com 333 leitos, incluindo 43 leitos de Unidade de
Terapia Intensiva. Os isolados fungicos foram obtidos de amostras sanguineas de pacientes
internados na instituigdo no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2011. Os dados
clinicos foram obtidos a partir de prontudrios médicos e incluiram: sexo, idade, unidade de
internacdo, doengas de base, ¢ levantamento dos fatores de risco associados aos episodios de

candidemia.

2.2 MATERIAIS BIOLOGICOS

Um total de 102 isolados clinicos sanguineos de Candida spp. provenientes
de pacientes internados no Hospital Universitdrio (HU) da cidade de Londrina foram
analisados quanto a distribui¢do de espécies e suscetibilidade a antifingicos. Destes, 68
isolados foram obtidos nos anos de 2010 e 2011, e 34 isolados obtidos em estudo anterior
realizado por nosso grupo (FURLANETO et al., 2011) de pacientes internados nos anos de
2006 e 2007.

Os isolados foram armazenados em meio Sabouraud com glicerol 20% a -
20°C e depositados junto a colecdo de isolados de Candida spp. do Laboratorio de Fisiologia
e Biologia Molecular de Fungos da Universidade Estadual de Londrina. Os isolados de
controle de qualidade do American Type Culture Collection (ATCC), C. parapsilosis 22019 e

C. krusei 6258 foram incluidos nos testes de suscetibilidade.

2.3 IDENTIFICACAO DE ESPECIES

A identificagdo presuntiva dos isolados foi realizada empregando-se o meio
de cultivo cromogénico diferencial CHROMagar® Candida (CHROMagar, Company Ltda.,
Paris, France) (ODDS; BERNAERTS, 1994), conforme instru¢des do fabricante. Apos 48
horas de incubagdo a 37°C, os isolados foram classificados como C. albicans, ao dar origem a
colonias de coloragdo verde, C. tropicalis, colonia azul metalico e C. krusei, colonia rosa

rugosa. As colonias de coloragdo branca e violeta foram classificadas como Candida sp.
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Identificagdo definitiva dos isolados clinicos do género Candida foi
realizada pelo emprego da técnica de PCR (Reagdao em Cadeia da Polimerase). O DNA
gendmico utilizado na PCR foi obtido como descrito anteriormente por Furlaneto-Maia e
colaboradores (2008).

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na reagdo de
PCR espécie especificos podem ser vistos na Tabela 1. As condi¢des dtimas para execugao

da PCR foi realizado conforme descrito por Furlaneto e colaboradores (2011).

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados na identificagdo de Candida spp.

Espécies Sequéncia (5'-37)* Tamanho do amplicon (pb)°  Fonte

C. albicans TCA ACT TGT CAC ACC AGA TTATT 402 (LIetal., 2003)
C. tropicalis AAG AAT TTA ACG TGG AAA CTT A 149

C. parapsilosis GGC GGA GTA TAA ACT AAT GGA TAG 126

C. glabrata CAC GAT TCG ACA CTT TCT AAT T 632

C. krusei GAT TTA GTA CTA CAC TGC GTG A 475

Oligonucleotideo

universal

reverso (ITS4) TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

C. parapsilosis strito  F - AGA CTT GGG TAT TAC GTT GT 727 (TAVANTI et al., 2005)
sensu R -CAG GAG TCA TGA TTA CCC

*F: oligonucleotideo iniciador “forward”; R: oligonucleotideo iniciador reverso;
® pb: pares de base.

2.4  AGENTES ANTIFUNGICOS E TESTES DE SUSCETIBILIDADE

A técnica utilizada para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
dos agentes antifungicos foi a de Microdiluigdo em Caldo, proposta pelo “Antifungal
Susceptibility Testing Subcommittee of the European Committee on Antibiotic Susceptibility
Testing” com modificagdes (AFST-EUCAST, 2008). Os agentes antifingicos utilizados nos
testes e as respectivas concentragdes foram: fluconazol (0,125-64 pg/mL), itraconazol (0,015-
8 nug/mL), voriconazol (0,015-8 ug/mL) e o polieno anfotericina B (0,03-16 ug/mL) (todas as
drogas utilizadas foram fornecidas por Sigma-Aldrich®). As solucdes estoque foram
preparadas em Dimetilsulfoxido (DMSO), com concentragdes 200 vezes superior a de maior
concentragdo relativa a série de dilui¢des usada no teste (AFST-EUCAST, 2008). Os estoques

foram armazenados em freezer -80°C até o momento do preparo das placas de microdiluigao.
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Para o preparo das diluigdes em série dos antifingicos, foi utilizado o meio
sintético RPMI 1640, suplementado com glutamina sem bicarbonato e sem a adi¢do de
Vermelho de Fenol. A concentragdo original de 0,2% de glicose foi alterada para 2%. O meio,
ainda foi tamponado com 4cido 3-(N-morfolino) propanosulfonico (MOPS) em concentragao
final de 0,165 mol/L (EUCAST, 2008). O pH do meio foi ajustado para 7,0 com NaOH 1 M e
em seguida foi esterilizado por meio de filtragdo em membrana 0.2 pm e armazenados a 4°C.
As diluicdes resultantes, dos agentes antifungicos, foram distribuidas nas microplacas de 96
pogos e entdo armazenadas em freezer -80°C. Tanto o RPMI como os agentes antifingicos
foram preparados em concentragdo 2x superior a de uso.

Cada isolado a ser testado, a partir dos estoques, foi cultivado em Sabouraud
dextrose agar, por 24h a 37°C. Apos, células dos cultivos foram diluidas em solugdo salina a
0,85% (p/v) e contadas com auxilio de Camara de Neubauer. Apds contagem celular, foi
realizada nova dilui¢io em H,O ajustando a concentragdo celular para 2,5 X 10° UFC/mL. Em
cada poco da microplaca foi inoculado 100 pL da suspensdo de 2,5 X 10° UFC/mL. Ao final,
apos a adi¢do do indculo, a concentracdo final das drogas, a densidade final do in6culo (1,25
X 10° UFC/mL) e a concentra¢io final do meio RPMI 1640 2% G foram alcangadas. Os
isolados de controle de qualidade do American Type Culture Collection (ATCC), C.
parapsilosis 22019 e C. krusei 6258 foram utilizadas em todos os testes de suscetibilidade.
CIM’s (Concentragdo Inibitoria Minima) destes isolados foram comparados aos limites de
controle previamente publicados (AFST-EUCAST, 2008).

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos azois foi determinada como
sendo a menor concentracdo da droga capaz de inibir 50% do crescimento fingico detectavel
pelas técnicas de leitura. Para o polieno anfotericina B foi usado o CIMy que corresponde a
menor concentra¢do da droga que inibe 90% do crescimento fingico com relagdo ao controle
positivo. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em um comprimento de onda de

450nm.

2.5 CRITERIOS DE INTERPRETACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Interpretagdes dos pontos de corte para a anfotericina B, fluconazol e
voriconazol foram realizadas segundo recomendagdes do EUCAST. Isolados com CIM >1
pug/mL para anfotericina B foram considerados resistentes, para todas as espécies. Resisténcia

ao fluconazol foi considerada aos isolados de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis que
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apresentaram CIM >4 pg/mL. Todos os isolados de C. krusei foram classificados como
resistentes. Os pontos de corte de resisténcia para o voriconazol foi >0.125 pg/mL para C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis. Ja para as espécies de C. glabrata e C. krusei CIM >1
pg/mL foi considerado para resisténcia (CUENCA-ESTRELA et al., 2011).

Recente ponto de corte clinico (CBP) determinado para o fluconazol, por
Pfaller e colaboradores (2010a), foi adotado para C. glabrata (MIC >32 ug/mL). Com relagdo
ao itraconazol, foram aplicados pontos de corte epidemiologicos (ECV) espécie-especifica
recentemente publicados (PFALLER et al., 2012a). Os CIM’s de resisténcia foram >0,5
ug/mL para C. albicans, C. parapsilosis, e C. tropicalis. Sendo >1 pg/mL for C. glabrata ¢ >2
ug/mL for C. krusei.

2.6  METODOS ESTATISTICOS

As variaveis categoricas foram expressas por meio de porcentagem. Teste
exato de Fisher, quando apropriado, foi realizado para comparacdo de variaveis categoricas.
As variaveis continuas foram comparadas por meio do Teste t ou Teste Tukey. O valor de

p<0,05 foi considerado significativo.

2.7 CONSIDERACOES ETICAS

O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina UEL (registro CONEP 268), segundo o parecer PF
n°234/09.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Para os isolados de C. albicans ¢ C. tropicalis a identificagdo presuntiva,
realizada por cultivo em meio cromogénico diferencial CHROMagar® Candida, resultou em
100% de concordancia com a identificacdo molecular realizada por meio da técnica de PCR.
Alta concordancia entre os dois métodos de identificagdo realizados, também foi observada
por Furlaneto-Maia et al. (2008). Porém, alguns autores relataram a presen¢a de colonias de
Candida com coloragdes atipicas quando do emprego do meio CHROMagar® Candida
(ARAUJO et al., 2005; SAUNTE et al., 2005).

A metodologia molecular, por meio de oligonucleotideos espécies
especificos, permitiu a confirmagdo da identificacdo de isolados de C. albicans e C. tropicalis
previamente identificadas em meio CHROMagar® Candida, e propiciou, ainda, a
identificagdo de isolados pertencentes as espécies C. glabrata e C. parapsilosis stricto sensu.
Pfaller e colaboradores (2012b) ressaltam a importancia da aplicagdo dos métodos

moleculares como um auxiliador na identificacdo de leveduras, incluindo espécies de

Candida.

3.2 DISTRIBUICOES DE ESPECIES

No periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2011 foi observado um total
de 68 episddios de candidemia no HU da Universidade Estadual de Londrina. Neste periodo,
C. tropicalis foi a espécie mais frequente (30,9%) seguida por C. albicans (27,9%), C.
parapsilosis stricto sensu (22,1%) e C. glabrata (10,3%) (Figura 1).

Nos ultimos anos, vem aumentando o numero de infecgdes invasivas
causadas por espécies de Candida nao-albicans em diversas partes do mundo. No entanto, ha
variagoes geograficas significativas no padrdo etiologico destas infeccdes documentadas em
diferentes paises (revisado por WARNOCK, 2007; DIEKEMA et al., 2012). Na América do
Norte, mais especificamente nos Estados Unidos, C. albicans permanece como a espécie mais
prevalente, sendo C. glabrata a espécie mais frequente entre as Candidas nao-albicans
(DIEKEMA et al., 2012). Perfil semelhante ocorre na Europa, porém diferenca neste padrao
pode ser observada em paises como a Espanha, onde C. parapsilosis ¢ a mais prevalente entre

as Candidas nao-albicans (revisado por TORTORANO et al., 2006; ORTEGA et al., 2011).
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Figura 1 — Perfil comparativo da distribuicdo de espécies do género
Candida, de isolados sanguineos, Hospital Universitario de
Londrina, nos periodos 2006-2007 e 2010-2011.
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Estudos brasileiros apontam, em sua maioria, C. albicans como a espécie
mais prevalente, sendo que C. tropicalis e C. parapsilosis sdo as mais frequentes entre as
Candidas nao-albicans. Ora s3o relatadas como a segunda mais prevalente ora como a
terceira (AQUINO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; NUCCI; COLOMBO, 2007;
FRANCA et al., 2008; BONFIETTI et al., 2012). Porém alguns estudos, também realizados
em regides brasileiras, relatam espécies de Candida ndo-albicans como as mais
frequentemente isoladas de sangue (MEDRANO et al., 2006; BRUDER-NASCIMENTO et
al., 2010). Nestes estudos C. parapsilosis foi a espécie predominante, sendo que C. albicans
foi relatada como a segunda mais prevalente. Em estudo anterior, realizado por nosso grupo
no periodo de 2006-2007, foi observado que C. tropicalis foi a espécie mais frequente em
amostras sanguineas (FURLANETO et al., 2011). No Brasil, C. glabrata ainda ¢ pouco
frequente ocupando apenas a quarta posi¢cao (AQUINO et al., 2005; CHANG et al., 2008;
FRANCA et al., 2008; COLOMBO et al., 2007; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010;
BONFIETTI et al., 2012).

Perfil comparativo da distribui¢do de espécies de Candida, relativo a
isolados sanguineos, nos anos de 2006-2007 e 2010-2011 podem ser vistos na Figura 1. A
frequéncia de isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis apresentou pouca variagdo entre os
periodos analisados. Quanto a C. albicans foi observado um aumento na frequéncia no
segundo periodo avaliado de 23,5% para 27,9%. C. krusei e C. glabrata apresentaram uma

frequéncia de 5,8% no primeiro periodo. Porém, no segundo periodo C. krusei ndo foi
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relatada ¢ C. glabrata teve um aumento na frequéncia, sendo de quase o dobro da anterior
(10,3%). Apesar das diferencas de frequéncia para algumas espécies, principalmente no que
se refere a C. glabrata, ndo foi encontrada diferenga estatistica entre os dois periodos de
estudo, provavelmente devido ao baixo numero encontrado, da referida espécie.

O aumento no uso de fluconazol, ocorrido durante a década de 90, ¢é
considerado como o provavel fator responsavel pelo aumento na frequéncia de C. glabrata a
partir deste periodo (TRICK et al., 2002). Em nosso estudo ndo foi encontrada relagdo do
aumento na frequéncia de C. glabrata com o uso prévio de fluconazol. Do total de pacientes
tratados previamente, nenhum dos mesmos foi diagnosticado com C. glabrata. Mais
recentemente, Diekema et al. (2012) sugeriram que outros fatores, além do uso prévio de
fluconazol, podem estar relacionados com o aumento de C. glabrata. Outros autores sugerem,
mais especificamente, que a exposi¢cdo prévia a determinados antibidticos pode estar mais
associada com o desenvolvimento de C. glabrata do que ao uso prévio do fluconazol (LIN et
al., 2005).

Os dados obtidos neste estudo reforgam o aumento na frequéncia de
Candida nao-albicans no Brasil ¢ nos alertam para a atengdo que deve ser dada aos estudos,
ndo apenas em ambito regional, mas sim, em ambito institucional. Perfis epidemiologicos
distintos sdo observados em uma mesma regido, € podem desorientar supostos tratamentos

empiricos.

3.3 DADOS DEMOGRAFICOS E CARACTERISTICAS CLINICAS

No periodo de estudo foi observado um total de 68 episddios de infecgao
sanguinea por espécies de Candida. Do total de pacientes associados a estas infec¢des, quatro
apresentaram mais de uma espécie de Candida na corrente sanguinea. A hemocultura de dois
pacientes demonstrou a ocorréncia de trés espécies, sendo estas C. albicans, C. parapsilosis e
C. tropicalis. Ja a hemocultura de outros dois pacientes revelou a ocorréncia de duas espécies
de Candida. Um destes pacientes foi diagnosticado com C. parapsilosis e C. tropicalis,
enquanto que o outro paciente foi diagnosticado com C. tropicalis e C. albicans.

Devido a ocorréncia destas infecgdes multiplas e pelo fato de que alguns
prontudrios médicos ndo se encontravam no local de estudo, dos 68 episddios foi possivel

realizar a andlise de dados clinicos de somente 57 pacientes.
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As caracteristicas clinicas e os dados demograficos dos episddios de
candidemia do Hospital Universitario de Londrina nos anos de 2010 e¢ 2011 sdo mostrados na

Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas demograficas e clinicas de pacientes com
candidemia do Hospital Universitario de Londrina (n=57).

2010 (%) 2011 (%) Total (%)

Sexo

Masculino 20(74.1) 16(53.3) 36(63.2)
Idade

Neonatos 2(7.4) 6 (20) 8 (14.0)
<1-18 5(18.5) 4(13.3) 9(15.8)
19 -35 2(74) 5(16.7) 7(12.3)
36 -60 8 (29.6) 930) 17(29.8)
>61 10 (37) 6(20) 16(28.1)
Localizacéo

UTI neonatal 137 5(6.7) 6(10.5)
UTI pediatrica 2(74) 4(133) 6(10.5)
UTT adulto 15(55.5) 9(30) 24(42.1)
UTI queimados 0(0) 7(23.3) 7(12.3)
Pediatria 1(3.7) 1(3.3) 2(3.9)
Outros 8(29.6) 4(13.3) 12(21)
Doencas Subjacentes/Condic&o

Prematuros 137 4(133) 5(8.8)
Trauma 5(8.5) 2(6.7)  7(12.3)
Queimados 137 8(26.7) 9(15.8)
Doengas do trato gastrointestinal 11(40.7) 12(40) 23 (40.3)
Insuficiéncia Renal 10 (37) 8(26.7) 18(31.6)
Diabetes mellitus 6(22.2) 3 (30) 9 (15.8)
Doengas cardiovasculares 13 (48.1) 11(36.7) 24 (42.1)
Cancer 4 (14.8) 3 (10) 7 (12.3)
Leucemia 0(0) 1(3.3) 1(1.7)
Doenga neurologica 6(22.2) 6 (20) 12 (21)
Doenga do trato respiratorio 24 (88.9) 21 (66.7) 45(78.9)
Fatores de Risco

Uso prévio de antibidtico 26 (96.3) 29(96.7) 55(96.5)
Uso prévio de Fluconazol 8(29.6) 10(33.3) 18(31.6)
Uso de corticoides 17 (63) 17(56.7) 34(59.6)
Ventilagdo Mecanica 19 (70.4) 25(83.3) 44(77.2)
Cateter Urinario 18 (66.7) 24 (80) 42 (73.7)
Cirurgia abdominal prévia 8(29.6) 7(23.3) 15(26.3)
Cateter Venoso Central 16 (59.2) 9@30) 25(43.9)
Nutri¢ao Parenteral 10 (37) 12 (40) 22 (38.6)
Cirurgia ndo abdominal 13 (48.1) 20(66.7) 33(57.9)
Neutropenia 2(7.4) 6 (20) 8 (14)

Quimioterapia 2(7.4) 2(6.7) 4(7)
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Do total de pacientes envolvidos aos episodios de candidemia ocorreu
predominio do sexo masculino (63,2%). Houve um predominio significativo de adultos de 36
a 60 anos (29.8%) e idosos acima de 60 anos (28.1%) (p<0,05). Neonatos corresponderam a
14% (n=8) individuos do total de pacientes. Neste grupo de pacientes, C. albicans foi a mais
frequente (28.6%), seguida por C. tropicalis (17.6%) e por fim C. parapsilosis (8.3%). Apesar
do baixo numero de isolados de C. glabrata encontrados em nosso estudo, os mesmos
predominaram em pacientes adultos (83,3%). Como pode ser visto na Figura 2, houve um
aumento na frequéncia de C. glabrata paralelo ao aumento da idade dos pacientes. Para C.

parapsilosis esse aumento foi menos pronunciado.

Figura 2 — Frequéncia de isolados sanguineos de C. parapsilosis e C.
glabrata com relagdo a idade dos pacientes internados no
Hospital Universitario de Londrina, 2010-2011.
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A maioria dos estudos aponta C. albicans como a espécie mais prevalente
entre neonatos e criangas, sendo C. parapsilosis a de maior frequéncia entre as espécies de
Candida nao-albicans (revisado por TORTORANO et al., 2006; SPILIOPOULOU et al.,
2010; TRAGIANNIDIS et al., 2012). Porém, perfis distintos podem ser observados em outros
estudos que apontam C. parapsilosis e até mesmo C. tropicalis como as mais prevalentes em
criancas (AWASTHI et al., 2011; MATSUMOTO et al., 2001). Em revisao de Tortorano et
al. (2006) ¢ apresentada uma correlagdo entre a redugdo da porcentagem de C. parapsilosis e
o aumento de C. glabrata com o aumento da idade dos pacientes. Além da idade dos
pacientes outros fatores parecem estar relacionados a prevaléncia de determinadas espécies.
Estudo brasileiro apontou candidemia devido a C. tropicalis com frequéncia
significativamente superior em pacientes idosos, porém essa associac¢ao foi encontrada apenas

em pacientes com cancer (GUIMARAES et al., 2012).
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Vérios fatores de risco parecem estar associados aos episodios de
candidemia, destacando o uso prévio de antibidticos (96,5%), a realizacdo de processo
cirargico (84,21%) sendo a cirurgia abdominal representada por 26,3%, a ventilagdo mecanica
(77,2%), o internamento em unidade de terapia intensiva (75,4%) e o uso de cateter urinario
(73,7%). Entre as doengas de base, as de maior frequéncia foram doenga do trato respiratorio
(78,9%), doencas cardiovasculares (42,1%), doenca do trato gastrointestinal (40,3%) e
insuficiéncia renal (31,6%). Os fatores mencionados sdo amplamente distribuidos e
conhecidos em varias regides do mundo (FRANCA et al.,, 2008; CHEN et al., 2011;
ORTEGA et al., 2011; SELLAMI et al., 2011; DIEKEMA et al., 2012; FORTUN et al., 2012;
GUIMARAES et al., 2012).

Do total de pacientes diagnosticados com candidemia, 75,4% encontravam-
se internados em UTI. Altas taxas de internamento em UTI em pacientes com infeccao
sanguinea causada por Candida spp. tém sido relatadas (CHANG et al., 2008; FRANCA et
al., 2008; HINRICHSEN et al., 2009). Estudo multicéntrico realizado por Pfaller e
colaboradores (2011) apontou que a frequéncia de pacientes internados em UTI
diagnosticados com infec¢do sanguinea devido ao género Candida foi maior na América
Latina (56,5%) em comparacao com a Europa (44,4%) e América do Norte (39,6%).

Quanto a distribui¢ao das espécies, C. parapsilosis stricto sensu foi a mais
frequente (75%) entre os pacientes de UTI, seguida por C. albicans (71%) e por fim C.
tropicalis (58.8%), considerando as trés espécies mais prevalentes do nosso estudo. Nao
houve diferenc¢a significativa entre as frequéncias encontradas. Apesar do relato de apenas 6
espécies de C. glabrata, 83,3% foram isoladas de pacientes de UTI.

Com relagdo aos pacientes que foram submetidos a processo cirlirgico
abdominal houve um maior nimero de isolados de C. tropicalis (35.3%) comparativamente a
C. albicans (28,6%), C. parapsilosis (16.6%) e C. glabrata (16,6%), embora nao tenha havido
diferencas estatisticamente significativas. Revisdo apresentada por Chai e colaboradores
(2010) relatou que a colonizagdo gastrointestinal por C. tropicalis ¢ comum em individuos
saudaveis (at¢ 30%), sendo um fator de risco reconhecido para o desenvolvimento de
candidiase invasiva. Porém Kao et al. (1999), ndo encontrou essa relagdo apontando C.
guilliermondii como a espécie mais comumente encontrada em pacientes que sofreram
cirurgia abdominal. Isolados de C. tropicalis também foram prevalentes (47,0%) entre os
pacientes que apresentavam doencas gastrointestinais, prevalecendo sobre C. albicans

(42,9%), nao havendo, no entanto, diferengas significativas.
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Em relagao a nutrigdo parenteral houve predominio de C. parapsilosis
(50%), seguida por C. albicans (42.9%) e C. tropicalis (41.2%). A nutri¢do parenteral tem
sido considerada um dos fatores associados ao aumento de risco de infec¢ao sanguinea por C.
parapsilosis (CLARK et al., 2004). Caracteristicamente, C. parapsilosis tem uma elevada
afinidade por nutri¢ao parenteral (revisado por TROFA et al., 2008).

Entre os anos de 2010 e 2011 o numero de episdédios de candidemia foi
semelhante, sendo 27 e 30, respectivamente. Porém, na ala de queimados do hospital, foram
observados 07 casos de candidemia em 2011, sendo que em 2010, nenhum caso havia sido
relatado. Apesar dos poucos relatos de queimados como um fator de risco para candidemia
(revisado por TORTORANO et al., 2006) ¢ necessario atengdo no possivel aumento de
episodios, visto serem pacientes, em geral, com vasta porta de entrada para infec¢des. Entre as
trés espécies mais prevalentes de nosso estudo, C. parapsilosis (33.3%) foi a mais frequente
entre os queimados diagnosticados com candidemia, seguida por C. albicans (14.28%) e por
fim por C. tropicalis (5.9%). Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica entre as
frequéncias relatadas, possivelmente devido ao baixo niimero amostral analisado, os dados
apontam a importincia da realizagdo do processo de higienizacdo, adequado, das maos dos
profissionais de saude visto que C. parapsilosis é uma espécie frequentemente encontrada nas
maos destes profissionais.

Vigilancia continua ¢ necessaria para que sejam avaliadas as mudangas
epidemioldgicas da instituicdo, e assim, permita a pratica de uma terapia e profilaxia

adequadas.

3.4 TESTE DE SUSCETIBILIDADE

Neste estudo foi avaliado um total de 102 isolados sanguineos de pacientes
internados no Hospital Universitario de Londrina nos anos de 2006-2007 e 2010-2011. Os
CIM’s apresentados pelos isolados do género Candida podem ser vistos na Tabela 3. A
Tabela 4 sumariza a frequéncia de resisténcia apresentada pelos isolados frente aos
antifiingicos testados.

Quanto ao antifingico anfotericina B, apenas um isolado de C. albicans foi
resistente (0,98%) do total de isolados analisados. Resisténcia de Candida spp. a anfotericina
B ¢ rara e quando encontrada, a frequéncia ¢ baixa (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003;
CISTERNA et al., 2010; AWASTHI et al., (2011); CORDOBA et al., 2011; PEMAN et al.,

2012). Estudos brasileiros realizados anteriormente ndo relatam resisténcia de isolados de
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Candida frente a anfotericina B (COLOMBO et al., 2006; MATTA et al., 2007, BONFIETTI
et al., 2012). Apesar da baixa porcentagem de resisténcia encontrada em nosso trabalho ¢
necessario atencao no surgimento de novos casos, visto que até o momento € rara a resisténcia
de C. albicans a anfotericina B.

A frequéncia de resisténcia ao fluconazol entre os isolados de C.
parapsilosis foi de 30,4%, sendo de apenas 3,7% para C. albicans e de 3,1% para C.
tropicalis (Tabela 4). Em trabalhos recentes foi observado que, ao adotarem os novos pontos
de corte clinico (CBPs) e compara-los aos anteriormente usados, houve um aumento nas taxas
de resisténcia de C. parapsilosis ao fluconazol de 0% para 5,5% (CANTON et al., 2011) e de
0% para 4,1% (PEMAN et al., 2012). Se aplicassemos os pontos de corte classicos, de
resisténcia definidos pelo CLSI, para o fluconazol (>64) em nossos isolados de C.
parapsilosis, a taxa de resisténcia passaria de 30.4% para 0%. Os novos CBPs adotados para o
antifungico fluconazol sdo mais sensiveis na detec¢do de resisténcia, devido a isso, espécies
do género Candida antes conhecidas por apresentarem alta suscetibilidade ao fluconazol
(LAUPLAND et al.,, 2005; ALMIRANTE et al.,, 2006; MATTA et al, 2007), podem
apresentar um aumento na taxa de resisténcia a partir de estudos realizados com aplicacao dos
novos pontos de corte clinico definidos.

Ainda com relagdo ao fluconazol, altos CIM’s foram encontrados (16-32
pg/mL), para os isolados de C. glabrata (Tabela 3). Apesar dos altos CIM’s observados, todos
os isolados foram considerados suscetiveis. Estudo anterior realizado por nosso grupo, em que
analisou a suscetibilidade ao fluconazol de 205 isolados de Candida spp. observou perfil
semelhante. Altos CIM’s para C. glabrata foram encontrados com variagdo entre 0,25-32
pg/mL (FURLANETO et al., 2011). Outro estudo brasileiro recente também relatou auséncia
de resisténcia ao fluconazol para esta espécie (BONFIETTI et al., 2012). Panorama
geografico mundial a respeito da suscetibilidade de C. glabrata ao fluconazol apresentado por
Pfaller et al. (2010b), mostra o Brasil com uma das maiores taxa de suscetibilidade (92,0%).
O autor relata que a taxa de suscetibilidade de C. glabrata ao fluconazol ¢ altamente variavel
em diferentes regides geograficas e até mesmo dentre paises da mesma regiado.

Resisténcia foi incomum com relacdo ao voriconazol entre os isolados de C.
albicans (3,7%) e de C. tropicalis (3,2%). Os isolados de C. parapsilosis foram 100%
suscetiveis ao voriconazol (Tabela 4). Apesar dos altos CIM’s (0,25pg/mL -1pug/mL)
encontrados tanto para os isolados de C. glabrata quanto para os isolados de C. krusei,

segundo CIM de resisténcia espécie especifico (>1) definido pelo EUCAST, todos isolados
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foram suscetiveis. No geral, a taxa de resisténcia ao voriconazol, entre as espécies de C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis ¢ baixa. Ja para C. glabrata e C. krusei resisténcia ¢é
encontrada com maior frequéncia (CUENCA-ESTRELLA et al., 2011; CORDOBA et al.,
2011; SELLAMI et al., 2011). Estudo realizado apenas com a espécie C. glabrata aponta
variabilidade nas taxas de suscetibilidade em diferentes regides e dentro da mesma regido. Na
America Latina, por exemplo, pode-se observar uma taxa de suscetibilidade de 55% na
Venezuela e de 94,4% no Brasil (PFALLER et al., 2010b).

Do total de isolados resistentes ao fluconazol (09), 02 apresentaram
resisténcia cruzada ao voriconazol, sendo estes, um isolado de C. albicans e o outro de C.
tropicalis (Tabela 4). A resisténcia entre os azois voriconazol ¢ fluconazol geralmente esta
mais correlacionada, assim como, ocorre entre os azoOis itraconazol e posoconazol
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003). Estudo realizado com C. albicans relatou que uma
mutagdo pontual na enzima alvo dos azdis, resultou em um aumento significante de
resisténcia ao fluconazol e ao voriconazol, porém o efeito na alteracdo da suscetibilidade foi
menor com relagdo ao itraconazol e posoconazol, provavelmente devido a diferencas
estruturais encontradas nestes antifiingicos (XIAO et al., 2004). Trabalhos recentes também
relataram a presenca de resisténcia cruzada entre os azodis fluconazol e voriconazol para

espécies de Candida (SCHMALRECK et al., 2011; BONFIETTI et al., 2012).
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Tabela 3 — Concentragao Inibitoria Minima (CIM) de isolados sanguineos de Candida spp. do Hospital Universitario de Londrina.

CIM (ug/mL)
Espécies (n) Fluconazol Itraconazol Voriconazol Anfotericina
Intervalo CIM  CIM50 Intervalo CIM CIM50 Intervalo CIM CIM50 Intervalo CIM  CIM90

C. albicans

0.12-64 0.25 0.01-0.25 0.03 0.015-0.5 0.015 0.12-2 0.5
(27)
C. tropicalis

0.12-32 0.5 0.03-0.25 0.06 0.015-0.25 0.03 0.12-1 0.5
(32)
C.
parapsilosis 0.5-16 1 0.01-0.5 0.03 0.015-0.12 0.015 0.12-1 0.5
(23)
C. glabrata

16-32 16 0.25-1 0.5 0.25-1 0.5 0.25-1 0.5

)
C. krusei (2) 64-64 64 0.12-0.25 0.12-0.25 0.25-1 0.25-1 1-1 1

C.sp(9) 0.25-2 1 0.01-0.06 0.03 0.015-0.06 0.015 0.12-1 1
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Com relagdo ao antifungico itraconazol foi observado CIMS50 de 0,03
pug/mL- 0,06 ng/mL para os isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. Por outro
lado, para C. glabrata e C. krusei os CIM’s observados foram maiores, variando de 0,25
pg/mL - 1 pg/mL para a primeira espécie e de 0,125 pg/mL - 0,25 pg/mL para a ultima.
Apesar dos maiores CIM’s encontrados para as duas ultimas espécies, 100% dos isolados
foram suscetiveis ao itraconazol tornando-se, desta maneira, o antifingico de melhor resposta

frente aos isolados testados (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia de resisténcia entre 102 isolados
sanguineos do género Candida de pacientes do
Hospital Universitario de Londrina.

Frequéncia (%) de resisténcia para: *

ANF FLU ITR VOR

Espécies (n)

C. albicans (27) 3,7 3,7 0 3,7
C. tropicalis (32) 0 3,1 0 3,1
C. parapsilosis (23) 0 30,4 0 0
C. glabrata (9) 0 0 0 0
C. krusei (2) 0 0 0 0
Total 0,98 8,82 0 1,96

ANF, anfotericina B; FLU, fluconazol; ITR, itraconazol; VOR, voriconazol.
* Novos pontos de corte clinico e pontos de corte epidemiologico foram
aplicados (veja texto).

Péman et al. (2012) em seu estudo relatou o itraconazol, como a droga
menos ativa entre os isolados do género Candida, apresentando um total de 5,4% de isolados
resistentes. As maiores taxas de resisténcia observadas foram para os isolados de C. glabrata
(24,1%) e C. krusei (81,5%). Altas taxas de resisténcia (20%) também foram relatadas por
Ostrosky-Zeichner et al. (2003), sendo os isolados de C. glabrata e C. krusei os que
apresentaram os maiores CIMs. Segundo Pfaller et al. (2012a) o fato de o antifingico
itraconazol estar sendo subvalorizado pode estar relacionado a baixa atividade deste
antifingico frente ao género Candida, quando aplicado os pontos de corte clinicos
conservativos estabelecidos e usados até o0 momento.

No geral, resisténcia a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol

entre isolados sanguineos de Candida de institui¢des brasileiras ainda ¢ incomum. Entre os
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antifingicos analisados, itraconazol apresentou os melhores resultados. Embora nao tenha
sido relatada resisténcia entre os isolados de C. glabrata e C. krusei, especial atengdo ¢

necessaria na escolha do tratamento devido os altos CIMs encontrados.



63

REFERENCIAS

ALMIRANTE, B.; RODRIGUEZ, D.; CUENCA-ESTRELLA, M.; ALMELA, M.;
SANCHEZ, F.; AYATS, J.; ALONSO-TORRES, C.; RODRIGUEZ-TUDELA, J. L;
PAHISSA, A. Epidemiology, Risk Factors, and Prognosis of Candida parapsilosis
Bloodstream Infections: Case-Control Population-Based Surveillance Study of Patients in
Barcelona, Spain, from 2002 to 2003. Journal of Clinical Microbiology, v. 44, n. 5, p. 1681-
1685, 2006.

AQUINO, V. R.; LUNARDI, L. W.; GOLDANI, L. Z.; BARTH, A. L. Prevalence,
Susceptibility Profile for Fluconazole and Risk Factors for Candidemia in a Tertiary Care
Hospital in Southern Brazil. The Brazilian Journal of Infectious Diseases, v. 9, n. 5, p. 411-
418, 2005.

ARAUJO, C. R.; MIRANDA, K. C.; PASSOS, X. S.; SOUZA, L. K. H.; LEMOS, J. A.;
KHRAIS, C. H. A.; COSTA, C. R.; SILVA, M. R. R.; FERNANDES, O. F. L. Identificagao
das Leveduras do Género Candida por Métodos Manuais Convencionais e pelo Método
Cromobgeno ChromagarTM Candida. Revista de Patologia Tropical, v. 34, n. 1, p. 37-42,
2005.

AWASTHI A. K.; JAIN, A.; AWASTHI, S.; AMBAST, A.; SINGH, K.; MISHRA, V.
Epidemiology and Microbiology of Nosocomial Pediatric Candidemia at a Northern Indian
Tertiary Care Hospital. Mycopathologia, v. 172, n. 4, p. 269-277, 2011.

BONFIETTIL L. X.; SZESZS, M. W.; CHANG, M. R.; MARTINS, M. A.; PUKINSKAS, S.
R. B. S.; NUNES, M. O.; PEREIRA, G. H.; PANIAGO, A. M. M.; PURISCO, S. U.;
MELHEM, M. S. C. Ten-Year Study of Species Distribution and Antifungal Susceptibilities
of Candida Bloodstream Isolates at a Brazilian Tertiary Hospital, Mycopathologia, [Epub
ahead of print], 2012.

BRUDER-NASCIMENTO, A.; CAMARGO C. H.; SUGIZAKI, M. F.; SADATSUNE, T.;
MONTELLI, A. C.; MONDELLI, A. L.; BAGAGLI, E. Species distribution and
susceptibility profile of Candida species in a Brazilian public tertiary hospital, Research
Notes, v. 3, n. 1, p. 1-5, 2010.

CANTON, E.; PEMAN, J.; QUINDOS, G.; ERASO, E.; MIRANDA-ZAPICO, 1.;
ALVAREZ, M.; MERINO, P.; CAMPOS-HERRERO, I.; MARCO, F.; DE LA PEDROSA,
E.G. G.; YAGUE, G.; GUNA, R.; RUBIO, C.; MIRANDA, C.; PAZOS, C.; VELASCO, D.
Prospective Multicenter Study of the Epidemiology, Molecular Identification, and Antifungal
Susceptibility of Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis, and Candida metapsilosis
Isolated from Patients with Candidemia. Antimicrobial Agents And Chemotherapy, v. 55,
n. 12, p. 5590-5596, 2011.

CHANG, M. R.; CORREIA, F. P.; COSTA, L. C.; XAVIER, P. C.; PALHARES, D. B.;
TAIRA, D. L.; PANIAGO, A. M. M.; PONTES, E. R. J.; MACHADO, V. E. Candida
Bloodstream Infection: Data from a Teaching Hospital in Mato Grosso do Sul, Brasil. Revista
do Instituto de Medicina Tropical, Sao Paulo, v. 50, n. 5, p. 265-268, 2008.



64

CHEN, L. Y.; LIAO, S. Y.; KUO, S. C.; CHEN, S. J.; CHEN, F. D.; WANG, F. D.; YANG,
S. P.; FUNG, C. P. Changes in the incidence of candidaemia during 2000-2008 in a tertiary
medical centre in northern Taiwan. Journal of Hospital Infection, v. 78, n. 1, p. 50-53, 2011.

CISTERNA, R.; EZPELETA, G.; TELLERIA, O.; GUINEA, J.; REGUEIRO, B.; GARCIA-
RODRIGUEZ, J.; ESPERALBA, J. Nationwide sentinel surveillance of bloodstream Candida
infections in 40 tertiary care hospitals in Spain. Journal of Clinical Microbiology, v. 48, n.
11, p. 4200-4206, 2010.

CLARK, T. A.; SLAVINSKI, S. A.; MORGAN, J.; LOTT, T.; ARTHINGTON-SKAGGS, B.
A.; BRANDT, M. E.; WEBB, R. M.; CURRIER, M.; FLOWERS, R. H.; FRIDKIN, S. K_;
HAJJEH, R. A. Epidemiologic and Molecular Characterization of an Outbreak of Candida
parapsilosis Bloodstream Infections in a Community Hospital. Journal of Clinical
Microbiology, v. 42, n. 10, p. 4468-4472, 2004.

COLOMBO, A. L.; GUIMARAES, T. Epidemiologia das infec¢des hematogénicas por
Candida spp. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 36, n. 5, p. 599-
607, 2003.

COLOMBO, A. L.; NUCCIL M.; PARK, B. J.; NOUER, S. A.; ARTHINGTON SKAGGES,
B.; MATTA, D. A.; WARNOCK, D.; MORGAN, J. Epidemiology of Candidemia in Brazil: a
Nationwide Sentinel Surveillance of Candidemia in Eleven Medical Centers. Journal of
Clinical Microbiology, v. 44, n. 8, p. 2816-2823, 2006.

COLOMBO, A. L.; GUIMARAES, T.; SILVA, L. R. B. F.; MONFARDINL, L. P. A ;
CUNHA, A. K. B.; RADY, P.; ALVES, T.; ROSAS, R. C. Prospective Observational Study
of Candidemia in Sdo Paulo, Brazil: Incidence Rate, Epidemiology, and Predictors of
Mortality. Infection Control and Hospital Epidemiology, v. 28, n. 5, p. 570-576, 2007.

CORDOBA, S.; VIVOT, W.; BOSCO-BORGEAT, M. E.; TAVERNA, C.; SZUSZ, W.;
MURISENGQO, O.; ISLA, G.; DAVEL, G. Species distribution and susceptibility profile of
yeasts isolated from blood cultures: results of a multicenter active laboratory-based
surveillance study in Argentina. Revista Argentina de Microbiologia, v. 43, n. 3, p. 176-
185, 2011.

CUENCA-ESTRELLA, M.; GOMEZ-LOPEZ, A.; CUESTA, I.; ZARAGOZA, O.;
MELLADO, E.; RODRIGUEZ-TUDELA, J. L. Frequency of voriconazole resistance in vitro
among Spanish clinical isolates of Candida spp. According to breakpoints established by the
Antifungal Subcommittee of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 55, n. 4, p. 1794-1797, 2011.

DIEKEMA, D.; ARBEFEVILLE, S.; BOYKEN, L.; KROEGER, J.; PFALLER, M. The
changing epidemiology of healthcare-associated candidemia over three decades. Diagnostic
Microbiology and Infectious Disease, v. 73, n. 1, p. 45-48, 2012.

FORTUN, J.; MARTIN-DAVILA, P.; GOMEZ-GARCIA DE LA PEDROSA, E.;
PINTADO, V.; COBO, J.; FRESCO, G.; MEIJE, Y.; ROS, L.; ALVAREZ, M. E.; LUENGO,
J.; AGUNDEZ, M.; BELSO, A.; SANCHEZ-SOUSA, A.; LOZA, E.; MORENO, S.
Emerging trends in candidemia: a higher incidence but a similar outcome. The Journal of
Infection, v. 65, n. 1, p. 64-70, 2012.



65

FRANCA, J. C. B.; RIBEIRO, C. E. L.; QUEIROZ-TELLES, F. Candidemia em um hospital
tercidrio brasileiro: incidéncia, frequéncia das diferentes espécies, fatores de risco e
suscetibilidade aos antifingicos. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.
41,n. 1, p. 23-28, 2008.

FURLANETO, M. C.; ROTA, J. F.; QUESADA, R. M. B.; FURLANETO-MAIA, L.;
RODRIGUES, R.; ODA, S.; OLIVEIRA, M. T.; SERPA, R.; FRANCA, E. J. G. Species
distribution and in vitro fluconazole susceptibility of clinical Candida isolates in a Brazilian
tertiary-care hospital over a 3-year period. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 44, n. 5, p. 595-599, 2011.

FURLANETO-MAIA, L.; SPECIAN, A. F.; BIZERRA, F. C.; OLIVEIRA, M. T.;
FURLANETO, M. C. In vitro evaluation of putative virulence attributes of oral isolates of
Candida spp. obtained from elderly healthy individuals. Mycopathologia, v. 166, n. 4, p.
209-217, 2008.

GUIMARAES, T.; NUCCL M.; MENDONCA, J. S.; MARTINEZ, R.; BRITO, L. R.;
SILVA, N.; MORETTI, M. L.; SALOMAO, R.; COLOMBO, A. L. Epidemiology and
predictors of a poor outcome in elderly patients with candidemia. International Journal of
Infectious Diseases, v. 16, n. 6, p. e442-¢447, 2012.

HASSAN, I.; POWELL, G.; SIDHU, M.; HART, W. M.; DENNING, D. W. Excess
mortality, length of stay and cost attributable to candidaemia. Journal of Infection, v. 59, n.
5, p. 360-365, 2009.

HINRICHSEN, S. L.; FALCAO, E.; VILELLA, T. A. S.; REGO, L.; LIRA, C.; ALMEIDA,
L.; MARTINS, M.; ARAUJO, C.; DUARTE, M.; LOPES, G. Candida Isolates in Tertiary
Hospitals in Northeastern Brazil. Brazilian Journal of Microbiology, v. 40, n. 2, p. 325-328,
2009.

KAO, A. S.; BRANDT, M. E.; PRUITT, W. R.; CONN, L. A.; PERKINS, B. A_;
STEPHENS, D. S.; BAUGHMAN, W. S.; REINGOLD, A. L., ROTHROCK, G. A.;
PFALLER, M. A.; PINNER, R. W.; HAJJEH, R. A. The epidemiology of candidemia in two
United States cities: Results of a Population-Based Active Surveillance. Clinical and
Infectious Diseases, v. 29, n. 5, p. 1164-1170, 1999.

KETT, D. H.; AZOULAY, E.; ECHEVERRIA, P. M.; VINCENT, J. L. Extended Prevalence
of Infection in the ICU Study (EPIC II) Group of Investigators. Candida bloodstream
infections in intensive care units: Analysis of the extended prevalence of infection in intensive
care unit study. Critical Care Medicine, v. 39, n. 4, p. 665-670, 2011.

LAUPLAND, K. B.; GREGSON, D. B.; CHURCH, D. L.; ROSS, T.; ELSAYED, S. Invasive
Candida species infections: a 5 year population-based assessment. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, v. 56, n. 3, p. 532-537, 2005.

LL Y. L.; LEAW, S. N.; CHEN, J. H.; CHANG, H. C.; CHANG, T. C. Rapid identification of
yeasts commonly found in positive blood cultures by amplification of the internal transcribed
spacer regions 1 and 2. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases, v. 22, n. 1, p. 693-696, 2003.



66

LIN, M. Y.; CARMELL Y.; ZUMSTEG, J.; FLORES, E. L.; TOLENTINO, J.;
SREERAMOIJU, P.; WEBER, S. G. Prior Antimicrobial Therapy and Risk for Hospital-
Acquired Candida glabrata and Candida krusei Fungemia: a Case-Case-Control Study,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 49, n. 11, p. 4555-4560, 2005.

MATSUMOTO, F. E.; GANDRA, R. F.; RUIZ, L. S.; AULER, M. E.; MARQUES, S. A. V.;
PIRES, M. F. C.; GAMBALE, W.; PAULA, C. R. Yeasts isolated from blood and catheter in
children from a Public Hospital of Sdo Paulo, Brazil. Mycopathologia, v. 154, n. 2, p. 63-69,
2001.

MATTA, D. A.; ALMEIDA, L. P.; MACHADO, A. M.; AZEVEDO, A. C.; KUSANO, E. J.
U.; TRAVASSOS, N. F.; SALOMAO, R.; COLOMBO, A. L. Antifungal Susceptibility of
1000 Candida Bloodstream Isolates to 5 Antifungal Drugs: Results of a Multicenter Study
Conducted in Sao Paulo, Brazil, 1995-2003. Diagnostic Microbiology and Infectious
Disease, v. 57, n. 4, p. 300-404, 2007.

MARRA, A. R.; CAMARGQO, L. F.; PIGNATARI, A. C.; SUKIENNIK, T.; BEHAR, P. R.;
MEDEIROS, E. A.; RIBEIRO, J.; GIRAO, E.; CORREA, L.; GUERRA, C.; BRITES, C;
PEREIRA, C. A.; CARNEIRO, I.; REIS, M.; DE SOUZA, M. A.; TRANCHESI R.;
BARATA, C. U.; EDMOND, M. B. Brazilian SCOPE Study Group. Nosocomial bloodstream
infections in Brazilian Hospitals: analysis of 2,563 cases from a prospective nationwide
surveillance study. Journal of Clinical Microbiology, v. 49, n. 5, p. 1866-1871, 2011.

MEDRANO, D. J. A.; BRILHANTE, R. S. N.; CORDEIRO, R. A.; ROCHA, M. E. G.;
RABENHORST, S. H. B.; SIDRIM, J. J. C. Candidemia in a Brazilian Hospital: The
Importance of Candida parapsilosis. Revista do Instituto de Medicina Tropical, Sao Paulo,
v.48,n. 1, p. 17-20, 2006.

NUCCI, M.; COLOMBO, A. L. Candidemia due to Candida tropicalis: clinical,
epidemiologic, and microbiologic characteristics of 188 episodes occurring in tertiary care
hospitals. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, v. 58, n. 1, p. 77-82, 2007.

ODDS, F. C.; BERNAERTS, R. CHROMagar Candida, a New Differential Isolation Medium
for Presumptive Identification of Clinically Important Candida Species. Journal of Clinical
Microbiology, v. 32, n. 8, p. 1923-1929, 1994.

ORTEGA, M.; MARCO, F.; SORIANO, A.;: ALMELA, M.; MARTINEZ, J. A.; LOPEZ, J.;
PITART, C.; MENSA, J. Candida species bloodstream infection: epidemiology and outcome
in a single institution from 1991 to 2008. Journal of Hospital Infection, v. 77, n. 2, p. 157-
161, 2011.

OSTROSKY-ZEICHNER, L.; REX, J. H.; PAPPAS, P. G.; HAMILL, R. J.; LARSEN, R. A.;
HOROWITZ, H. W.; POWDERLY, W. G.; HYSLOP, N.; KAUFFMAN, C. A.; CLEARY,
J.; MANGINO, J. E.; LEE, J. Antifungal susceptibility survey of 2,000 bloodstreams Candida
isolates in the United States. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 47, n. 10, p.
3149-3154, 2003.



67

PEMAN, J.; CANTON, E.; QUINDOS, G.; ERASO, E.; ALCOBA, J.; GUINEA, I.;
MERINO, P.; RUIZ-PEREZ-DE-PIPAON, M. T.; PEREZ-DEL-MOLINO, L.; LINARES-
SICILIA, M. J.; MARCO, F.; GARCIA, J.; ROSELLO, E. M.; GOMEZ-G-DE-LA-
PEDROSA, E.; BORRELL, N.; PORRAS, A.; YAGUE, G; Epidemiology, species
distribution and in vitro antifungal susceptibility of fungaemia in a Spanish multicentre
prospective survey. The Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 67, n. 5, p. 1181-
1187, 2012.

PFALLER, M. A.; ANDES, D.; DIEKEMA, D. J.; ESPINEL-INGROFF, A.; SHEEHAN, D.
Wild-type MIC distributions, epidemiological cutoff values and species-specific clinical
breakpoints for fluconazole and Candida: time for harmonization of CLSI and EUCAST
broth microdilution methods. Drug Resistance Updates, v. 13, n. 6, p. 180-195, 2010a.

PFALLER, M. A.; DIEKEMA, D. J.; GIBBS, D. L.; NEWELL, V. A.; BARTON, R.; BIJIE,
H.; BILLE, J.; CHANG, S. C.; DA LUZ MARTINS, M.; DUSE, A.; DZIERZANOWSKA,
D.; ELLIS, D.; FINQUELIEVICH, J.; GOULD, I.; GUR, D.; HOOSEN, A.; LEE, K.
MALLATOVA, N.; MALLIE, M.; PENG, N. G.; PETRIKOS, G.; SANTIAGO, A.; TRUPL,
J.; VANDEN ABEELE, A. M.; WADULA, J.; ZAIDI, M. Geographic variation in the
frequency of isolation and fluconazole and voriconazole susceptibilities of Candida glabrata:
an assessment from the ARTEMIS DISK Global Antifungal Surveillance Program.
Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, v. 67, n. 2, p. 162-171, 2010b.

PFALLER, M. A.; ESPINEL-INGROFF, A.; CANTON, E.; CASTANHEIRA, M.;
CUENCA-ESTRELLA, M.; DIEKEMA, D. J.; FOTHERGILL, A.; FULLER, J.;
GHANNOUM, M.; JONES, R. N.; LOCKHART, S. R.; MARTIN-MAZUELOS, E.;
MELHEM, M. S.; OSTROSKY-ZEICHNER, L.; PAPPAS, P.; PELAEZ, T.; PEMAN, J.;
REX, J.; SZESZS, M. W. Wild-type MIC distributions and epidemiological cutoff values for
amphotericin B, flucytosine, and itraconazole and Candida spp. as determined by CLSI broth
microdilution. Journal of Clinical Microbiology, v. 50, n. 6, p. 2040-2046, 2012a.

PFALLER, M. A.; WOOSLEY, L. N.; MESSER, S. A.; JONES, R. N.; CASTANHEIRA, M.
Significance of molecular identification and antifungal susceptibility of clinically significant

yeasts and moulds in a global antifungal surveillance programme. Mycopathologia, v. 174, n.
4, p. 259-271, 2012b.

POIKONEN, E.; LYYTIKAINEN, O.; ANTTILA, V. J.; KOIVULA, L.; LUMIO, J.;
KOTILAINEN, P.; SYRJALA, H.; RUUTU, P. Secular trend in candidemia and the use of
fluconazole in Finland, 2004-2007. BMC Infectious Diseases, v. 10, n. 312, p. 1-7, 2010.

RIBEIRO, E. L.; GUIMARAES, R.1; INACIO, M. C. C.; FERREIRA, W. M.; CARDOSO,
C. G.; DIAS, S. M. S.; NAVES, P. L. F. Aspectos das Leveduras de Candida Vinculadas as
Infec¢des Nosocomiais. NewsLab, 64 ed., p. 106-128, 2004.

RODRIGUEZ-TUDELA, J. L.; ARENDRUP, M. C.; CUENCA-ESTRELLA, M.;
DONNELLY, J. P.; LASS-FLORL, C. EUCAST breakpoints for antifungals. Drug News &
Perspectives, v. 23, n. 2, p. 93-97, 2010.

SAUNTE, D. M.; KLINGSPOR, L.; JALAL, S.; ARNAU, J.; ARENDRUP, M. C. Four cases
of Candida albicans infections with isolates developing Pink colonies on CHROMagar
Candida plates. Mycoses, v. 48, n. 6, p. 378-381, 2005.



68

SCHMALRECK, A. F.; WILLINGER, B.; HAASE, G.; BLUM, G.; LASS-FLORL, C.;
FEGELER, W.; BECKER, K. Antifungal Susceptibility Testing-AFST Study Group. Species
and susceptibility distribution of 1062 clinical yeast isolates to azoles, echinocandins,
flucytosine and amphotericin B from a multi-centre study. Mycoses, v. 55, n. 3, p. e124-e137,
2012.

SELLAMI, A.; SELLAMI, H.; NEJI, S.; MAKNI, F.; ABBES, S.; CHEIKHROUHOU, F.;
CHELLY, H.; BOUAZIZ, M.; HAMMAMI, B.; BEN JEMAA, M.; KHALED, S.; AYADI,
A. Antifungal Susceptibility of Bloodstream Candida Isolates in Sfax Hospital: Tunisia.
Mycopathologia, v. 171, n. 6, p. 417-422, 2011.

SPILIOPOULOU, A.; VAMVAKOPOULOU, S.; BARTZAVALIL C,;
DIMITRACOPOULOS, G.; ANASTASSIOU, E. D.; CHRISTOFIDOU, M. Eleven-year
retrospective survey of candidaemia in a university hospital in southwestern Greece. Clinical
Microbiology and Infection, v. 16, n. 9, p. 1378-1381, 2010.

SUBCOMMITTEE ON ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY TESTING (AFST) OF THE
ESCMID EUROPEAN COMMITTEE FOR ANTIMICROBIAL FOR ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING (EUCAST). EUCAST Definitive Document EDef 7.1: method
for the determination of broth dilution MICs of antifungal agents for fermentative yeasts.
Clinical Microbiology and Infection, v. 14, n. 4, p. 398-405, 2008.

TAVANTI, A.; DAVIDSON, A. D.; GOW, N. A. R.; MAIDEN, M. C. J.; ODDS, F. C. Candida
orthopsilosis and Candida metapsilosis spp. nov. to replace Candida parapsilosis Groups II and IIL.
Journal of Clinical Microbiology, v. 43, p. 284-292, 2005.

TORTORANO, A. M..; KIBBLER, C.; PEMAN, J.; BERNHARDT, H.; KLINGSPOR, L.;
GRILLOT, R. Candidaemia in Europe: epidemiology and resistance. International Journal of
Antimicrobial Agents, v. 27, n. 5, p. 359-366, 2006.

TRAGIANNIDIS, A.; FEGELER, W.; RELLENSMANN, G.; DEBUS, V.; MULLER, V. ;
HOERNIG-FRANZ, 1.; SIAM, K.; PANA, Z. D.; JURGENS, H.; GROLL, A. H. Candidaemia in a
European Pediatric University Hospital: a 10-year observational study. Clinical Microbiology and
Infection, v. 18, n. 2, p. E27-E30, 2012.

TRICK, W. E.; FRIDKIN, S. K.; EDWARDS, J. R..; HAJJEN, R. A.; GAYNES, R. P.; Secular trend
of hospital-acquired candidemia among intensive care unit patients in the United States during 1989-
1999. Clinical and Infectious Diseases, v. 35, n. 5, p. 627-630, 2002.

WARNOCK, D. W. Trends in the Epidemiology of Invasive Fungal Infections. Japanese Journal of
Medical Mycology, v. 48, n. 1, p. 1-12, 2007.

WISPLINGHOFF, H.; BISCHOFF, T.; TALLENT, S. M..; SEIFERT, H.; WENZEL, R. P.;
EDMOND, M. B. Nosocomial Bloodstream Infections in US Hospitals: Analysis of 24,179 Cases
from a Prospective Nationwide Surveillance Study. Clinical Infectious Diseases, v. 39, n. 3, p. 309-
317,2004.

XIAO, L.; MADISON, V.: CHAU, A. S.; LOEBENBERG, D.; PALERMO, R. E.; MCNICHOLAS,
P. M. Three-Dimensional Models of Wild-Type and Mutated Forms of Cytochrome P450 14 alpha-
Sterol Demethylases from Aspergillus fumigatus and Candida albicans Provide Insights into
Posaconazole Binding. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 48, n. 2, p. 568-574, 2004.



69

PARTE Il

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO FLAVONOIDE BAICALEINA
CONTRA ISOLADOS CLINICOS DE Candida parapsilosis STRICTO
SENSO

1 INTRODUCAO

As leveduras do género Candida tém grande importincia pela alta
frequéncia com que colonizam e infectam o hospedeiro humano. A convivéncia entre
levedura e hospedeiro ocorre durante toda a vida (revisado por RIBEIRO et al., 2004), no
entanto, estes micro-organismos comensais podem se tornar patogénicos caso ocorram
alteragdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro.

A relevancia das infecgdes fungicas por Candida em ambiente hospitalar
passou a ganhar importancia a partir da década de 80. Em paises como os Estados Unidos e
Taiwan o género Candida foi relatado como o quarto patdgeno mais frequentemente
encontrado em amostras sanguineas (WISPLINGHOFF et al., 2004; CHEN et al., 2010).
Estudo brasileiro recente apontou Candida spp. como o sétimo micro-organismo mais
prevalente em pacientes que apresentavam infec¢do sanguinea, porém as taxas de morte foram
as mais elevadas, sendo de até¢ 85,9% em pacientes de UTI (Unidade de Terapia Intensiva)
(MARRA etal., 2011).

Entre as espécies do género Candida, no geral, C. albicans tem sido a mais
associada a infec¢Oes, entretanto nos ultimos anos, vem aumentando o numero de infeccoes
invasivas causadas por espécies de Candida ndo-albicans em diversas partes do mundo
(COLOMBO et al., 2007; CHANG et al., 2008; HINRICHSEN et al., 2009; POIKONEM et
al., 2010; DIEKEMA et al., 2012). O aumento na incidéncia pode ser atribuido a um
aperfeicoamento nos métodos de identificagdo, mas também pode ser um reflexo dos maiores
niveis de resisténcia, exibido por algumas espécies de Candida nao-albicans (SILVA et al.,
2012).

Enquanto na América do Norte ocorre o predominio de C. glabrata entre as
espécies de Candida ndo-albicans, na América do Sul, particularmente no Brasil, observa-se o

predominio de C. parapsilosis e C. tropicalis (AQUINO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006;
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NUCCI; COLOMBO, 2007; FRANCA et al., 2008; FURLANETO et al., 2011; BONFIETTI
etal., 2012).

Em 2005, foi revista a classificagdo do complexo C. parapsilosis, sendo
proposto duas novas espécies para substituir as espécies anteriormente designadas como C.
parapsilosis grupo II e III. Desde entdo sdo caracterizadas trés espécies do complexo: C.
parapsilosis stricto senso, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (TAVANTI et al., 2005).

A espécie C. parapsilosis tem sido relatada com maior frequéncia em
criangas e recém-nascidos prematuros (MATSUMOTO et al., 2001; ALMIRANTE et al.,
2006). No Brasil, C. parapsilosis ¢ responsavel por 20-30% dos episddios de candidemia,
com prevaléncia similar entre populagdes adulta e pedidtrica (BRITO et al., 2006).
Caracteristicamente, C. parapsilosis tem uma elevada afinidade pela nutrigdo parenteral, tem
grande capacidade de produzir biofilme em superficies proteicas e cateteres venosos centrais e
frequentemente coloniza as maos de profissionais da saude (revisado por COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; CLARCK et al., 2004; revisado por TROFA et al., 2008).

O aumento na disponibilidade de diferentes tipos de antifingicos tem levado
ao aumento no uso dos mesmos, levando a pressdo seletiva e resisténcia emergente
(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2010). Recentemente, alguns autores ao adotar os novos
pontos de corte clinico definidos por Pfaller e colaboradores (2010), tém demonstrado um
aumento da resisténcia em espécies de C. parapsilosis frente ao fluconazol (CANTON et al.,
2011; PEMAN et al., 2012). Também vem sendo demonstrado menor suscetibilidade de C.
parapsilosis, frente a mais nova classe de antifingicos, as equinocandinas (PFALLER et al.,
2008; SILVA et al., 2009).

Resisténcia aos antimicrobianos tem se tornado um problema global,
surgindo a necessidade de busca de drogas antifungicas eficazes. Neste contexto, destacam-se
substancias naturais, de origem vegetal, que tém sido fonte particularmente rica de compostos
com atividade antimicrobiana (revisado por CUSHNIE; LAMB, 2005).

Scutellaria baicalensis é uma erva medicinal chinesa, amplamente utilizada
na medicina oriental tradicional e moderna. S3o varias as potenciais atividades dos extratos e
flavonas obtidos de S. baicalensis, incluindo atividade anti-inflamatéria, antioxidante,
antibacteriana, antiviral e antitumoral (revisado por BLACH—OLSZEWSKA et al., 2008).

O flavonoide baicaleina ¢ relatado como o responsdvel pelo efeito
antimicrobiano de S. baicalensis (revisado por HU et al., 2005; CUSHNIE; LAMB, 2005). A

baicaleina tem sido considerada como alternativa promissora na inibi¢do de diversos micro-
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organismos, incluindo espécies de Candida (DAI et al., 2009; KANG et al., 2010; SERPA et
al., 2012).

A combinagdo de baicaleina com antifingicos comumente utilizados,
atuando em sinergismo também vem sendo estudada com sucesso na inibi¢ao de C. albicans
(HUANG et al.,, 2008; FU et al., 2010). No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos
relacionados a investigacdo do potencial antifungico e sinérgico da baicaleina contra C.
parapsilosis, incluindo trabalho recente desenvolvido pelo nosso grupo, onde foram testados

isolados clinicos e de referéncia (SERPA et al., 2012).

1.1 OBIJETIVOS

- Avaliar o potencial antifingico do flavonoide baicaleina sobre isolados clinicos de C.

parapsilosis sensiveis ¢ resistentes ao fluconazol,;

- avaliar o potencial sinérgico de baicaleina com fluconazol, sobre isolados de C. parapsilosis

sensivelis e resistentes ao fluconazol;

- avaliar interferéncia da baicaleina na viabilidade celular.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS BIOLOGICOS

Um total de 15 isolados clinicos sanguineos de C. parapsilosis foi analisado
neste estudo. Dentre os isolados, 09 sdo sensiveis ao fluconazol e 06 sdo resistentes. Os
isolados foram armazenados em meio Sabouraud com glicerol 25% a -20°C e depositados
junto a colecdo de isolados de Candida spp. do Laboratorio de Fisiologia e Biologia
Molecular de Fungos da Universidade Estadual de Londrina. O isolado do American Type
Culture Collection (ATCC), C. parapsilosis 22019 foi incluido em todos os testes de
suscetibilidade.

A identificacdo dos isolados do complexo C. parapsilosis foi realizada
empregando-se a técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). O DNA genomico
utilizado na PCR foi obtido como descrito anteriormente por Furlaneto-Maia e colaboradores
(2008).

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo de
PCR espécie especificos podem ser vistos na Tabela 1. As condigdes 6timas para execucao

da PCR foi realizado conforme descrito por Furlaneto e colaboradores (2011).

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados na identificagdo de Candida parapsilosis.

Espécie Sequéncia (5'- 3")* Tamanho do amplicon (pb)®  Fonte

Complexo C. parapsilosis  GGC GGA GTA TAA ACT AAT GGA TAG 126 (LIetal., 2003)

Oligonucleotideo

universal

reverso (ITS4) TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

C. parapsilosis stricto F - AGA CTT GGG TAT TAC GTT GT 727 (TAVANTI et al., 2005)
sensu R - CAG GAG TCA TGA TTA CCC

*F: oligonucleotideo iniciador “forward”; R: oligonucleotideo iniciador reverso;
®pb: pares de base.

2.2 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA

A determina¢do da Concentragdo Inibitéria Minima dos isolados de C.
parapsilosis frente ao fluconazol (Sigma-Aldrich®) e baicaleina (Sigma-Aldrich®) foi

realizada pela metodologia de Microdiluicio em Caldo, proposta pelo Antifungal
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Susceptibility Testing Subcommittee of the European Committee on Antibiotic Susceptibility
Testing (AFST-EUCAST, 2008). As solugdes estoque tanto do flavonoide quanto do
antifingico sintético foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO), com concentragdes 200
vezes superior a de maior concentragdo relativa a série de diluigdes usada no teste (AFST-
EUCAST, 2008). Os estoques foram armazenados em freezer -80°C até o momento do
preparo das placas de microdiluicao.

Para o preparo das diluicdes em série dos antifungicos foi utilizado o meio
sintético RPMI 1640, suplementado com glutamina sem bicarbonato e sem a adigdo de
vermelho de fenol. A concentragdo original de 0,2% de glicose foi alterada para 2%. O meio
foi tamponado com acido 3-(N-morfolino) propano sulfonico (MOPS) em concentragao final
de 0,165 mol/L (EUCAST, 2008). O pH do meio foi ajustado para 7,0 com NaOH 1 M e em
seguida foi esterilizado por meio de filtragdo em membrana 0.2 pm e armazenados a 4°C. As
dilui¢des resultantes, das drogas, foram distribuidas nas microplacas de 96 pogos e entdo
armazenadas em freezer -80°C. As concentracdes das drogas utilizadas foram de 0,125-64
pg/mL para o fluconazol e de 0,5-256 pg/mL para a baicaleina. A concentracdo final do
diluente DMSO compreendeu <1% do total do volume testado.

Cada isolado testado foi cultivado, a partir das solugdes-estoque, em
Sabouraud dextrose agar, por 24h a 37°C. Apds, células dos cultivos foram diluidas em
solugdo salina a 0,85% (p/v) e contadas com auxilio da Camara de Neubauer. Posteriormente
foi realizada nova dilui¢do em H,O ajustando a concentragio celular para 2,5 x 10° UFC/mL.
Os experimentos foram realizados em triplicata e as médias da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) foram calculadas. Os valores de CIMsy, menores concentragdes da droga
capaz de inibir 50% do crescimento fungico foram considerados. O CIMg, também foi
utilizado, sendo considerado como a menor concentracdo da droga que inibe 80% do
crescimento fingico com relagdo ao controle positivo. As leituras espectrofotométricas foram

realizadas a 450nm.

2.3 AVALIACAO DA COMBINACAO ENTRE A BAICALEINA E O FLUCONAZOL

O método utilizado na avaliacdo da acdo conjunta de fluconazol e baicaleina
sobre os isolados clinicos e ATCC 22019 foi baseado no teste do “chequerboard” (tabuleiro
de xadrez) segundo a metodologia de microdiluigdo em caldo, proposta pelo EUCAST

(AFST-EUCAST, 2008).
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As dilui¢des dos antifungicos foram realizadas em RPMI 1640, conforme
descrito no item 2.2. As drogas foram preparadas em concentragdo 4 vezes superior a
concentragdo final e entdo as microplacas de 96 pogos foram preparadas. Um total de 50 ul de
cada concentragdo de baicaleina foi adicionado nas linhas de A-H e as concentragdes do
fluconazol foram distribuidas nas colunas de 2 a 11. A coluna 1 da microplaca se referia ao
controle de esterilidade onde foi adicionados 100 ul do meio de cultura com 100 ul de H,O. A
coluna 12 era referente ao controle de crescimento que continha apenas meio de cultura com a
adi¢do do inoculo.

As concentracdes finais das drogas ap6s a adi¢do de 100 pl de inoculo (2,5
X 10° UFC/mL) foram de 16 pg/mL - 0,031 pg/mL para o fluconazol e de 16 pg/mL - 0,125
ug/mL para a baicaleina. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e as leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 450nm. Os experimentos foram realizados em
duplicata, sendo repetido trés vezes em testes independentes e as médias da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) foram calculadas. Utilizamos o CIMsy e CIMgg, o primeiro foi
determinado como sendo a menor concentracdo da droga capaz de inibir 50% do crescimento
fingico detectavel pelas técnicas de leitura e o ultimo como a menor concentragdo da droga
que inibe 80% do crescimento fingico com relagdo ao controle positivo.

A interpretagdo da interagao dos compostos foi baseada no indice FICI
(Fractional Inhibitory Concentration Index) que foi calculado segundo a foérmula FICI=
(Ac/Ai) + (Bc/Bi), onde Ac e Be correspondem aos CIMs das drogas A e B em combinagdo e
Ai e Bi se refere aos CIMs das drogas A e¢ B testadas isoladamente. A interacdo dos
compostos foi definida como: sinergismo (FICI < 0.5), sinergismo parcial (FICI >0.5-1.0),
aditivo (FICI=1), indiferente (FICI >1.0 - 4.0) ou antagonismo (FICI >4.0) (ELIOPOULOS;
MOELLERING, 1996).

2.4  VIABILIDADE CELULAR

Os testes para analise de viabilidade celular foram baseados nos testes de
tempo de morte (GUO et al., 2010). O teste foi realizado com o isolado 65.10 (fluconazol-
sensivel) e o i1solado 357.10 (fluconazol-resistente). Os isolados foram preparados em indculo
inicial de 10° UFC/mL em frascos contendo 5 mL de meio RPMI 1640.

As concentragdes de baicaleina usadas para o isolado 65.10 foram de 4

ug/mL e 16 pg/mL, que correspondem respectivamente ao CIMs, e CIMg definido pelo teste
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de microdilui¢ao em caldo. Com relagdo ao isolado 357.10 foram usadas as concentracdes de
8ug/mL e 32ug/mL, também referentes ao CIMsy e CIMgy encontrados no teste de
microdilui¢do em caldo. A concentracdo final do diluente DMSO compreendeu <1% do total
do volume testado. Aos frascos contendo as diferentes concentragdes de baicaleina, assim
como, o frasco correspondente ao controle (sem o flavonoide), foi adicionado in6culo inicial
de 10° UFC/mL e foram incubadas a 37°C em agitacio de 180rpm. Nos tempos de 12, 24, 36
e 48 horas ap0s a incubacdo, uma aliquota de 100pL de cada cultivo foi submetida a diluicao
seriada (107, 107, 107, 10™). Subsequentemente, 100uL de cada dilui¢io foram plaqueadas
em placas de petri contendo meio Sabouraud Agar. A contagem das colonias foi realizada

apos incubacao a 37°C por 48 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata.
2.5 METODOS ESTATISTICOS
Todos os dados foram expressos por meio de média de valores. As variaveis

continuas foram comparadas pelo Teste Tukey. O valor de p<0,05 foi considerado

significativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

As atividades antifungicas do fluconazol e da baicaleina sobre isolados
clinicos de C. parapsilosis podem ser vistos na Tabela 2. A linhagem ATCC 22019 foi
incluida como controle dos ensaios. Do total de isolados clinicos analisados, 09 eram
suscetiveis ao fluconazol, os quais apresentaram valores de CIMsy de 0,5 a 2 pg/mL, para este
antifingico. Ja os 6 isolados resistentes ao fluconazol (CIMsy > 4) (RODRIGUEZ-TUDELA
et al., 2010) apresentaram valores de CIMsp de 8 a 16 pg/mL.

Quanto aos CIMs referentes ao flavonoide baicaleina, os valores de CIMsy,
assim como, de CIMg, foram avaliados. Os resultados mostraram que todos os 6 isolados
classificados como resistentes ao fluconazol, apresentaram valores de CIMs, de 8 pg/mL para
a baicaleina. Ja entre os isolados classificados como sensiveis ao fluconazol, houve variagdes
nos valores de CIMs, de 4-8 ng/mL, sendo que, a maioria (66,67%) apresentou CIMs, de 4
png/mL.

Ja com relagdo ao CIMg, para baicaleina, foi observada uma variacao de 8-
32 pg/mL e de 16-32 pg/mL para os isolados sensiveis e resistentes ao fluconazol,
respectivamente. Esses resultados mostram que a baicaleina, de forma isolada, apresenta
atividade antifungica contra isolados de C. parapsilosis, tanto aqueles sensiveis como aos
resistentes ao fluconazol. Huang e colaboradores (2008), ao analisar o efeito da baicaleina
sobre isolados de C. albicans resistentes ao fluconazol, obtiveram valores médios de CIMg, de
128 pg/mL. Diferentemente, Fu et al. (2011) encontraram CIM’s entre 2 ¢ 32 ug/mL para
isolados de C. albicans, também resistentes ao fluconazol. O primeiro trabalho em que foi
avaliado a agdo da baicaleina sobre uma espécie de Candida nao-albicans (C. krusei) relatou
valores de CIMg de 2,7 pg/mL, demonstrando maior suscetibilidade desta espécie (KANG et
al., 2010), em relacdo a C. albicans. Segundo os autores, a baicaleina parece apresentar
mecanismos de agdo diferenciados entre as espécies do género Candida.

Os baixos CIM’s obtidos no teste de suscetibilidade sugerem que o
flavonoide baicaleina apresenta uma agao antifingica contra os isolados de C. parapsilosis,
resistentes e sensiveis ao fluconazol. Em C. albicans foi relatada inibi¢do em bombas de
efluxo, relacionadas a resisténcia, quando as mesmas foram crescidas em presenca de
baicaleina (Huang et al., 2008). Posteriormente, Dai e colaboradores (2009) demonstraram

que o tratamento com baicaleina induziu a apoptose em C. albicans.
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3.2 ACAO ANTIFUNGICA DA BAICALEINA EM COMBINACAO COM FLUCONAZOL

Os valores da Concentragao Inibitéria Minima resultante da combinagao da
baicaleina com o fluconazol podem ser vistos na Tabela 2. De acordo com o indice FICI
(Fractional Inhibitory Concentracion Index) a agdo conjunta de fluconazol e baicaleina, contra
C. parapsilosis, em termos de CIMs, foi indiferente com relagdo a agdo individual de cada
droga, para a maioria dos isolados (68,75%). Sinergismo parcial ocorreu em dois isolados
551.10 e 275.10, sendo estes, sensivel e resistente ao fluconazol, respectivamente. J4 em
termos de CIMgo, sinergismo parcial ocorreu em 43,75% dos isolados incluindo a linhagem
ATCC 22019. Antagonismo ndo foi observado para nenhum isolado em ambos CIM’s

analisados.
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Tabela 2 — Valores de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do fluconazol e baicaleina (de forma isolada e em combinagdo) contra 15 isolados
clinicos de Candida parapsilosis e a cepa de referéncia 22019.

1 CIM-50u CIM-80a a
= ]
Isoladoo Emvomhinacioo & Isoladoo Emvomhinacioo ko

e FLCpgmls EBEpgmls FLCpgmls BE-pg/mlo =] FLCpgmls BEpg/mlo FLCpgmla EBEpug/mlo a °
Isolados®u CIM:z CIMx= CTMz CIM: FICTz CIM:z CIM:z CTMz CIM:z FICIz
Izoladesclinicos-de-CandidaparapsilesisFLC-532 = 2 o o 0 0 0 0 a

4410z 1o 4o 0,3z pis, 1tz 22 162 1a 2o 062545
65.102 0,30 4a 0,30 pia) 1,255 al 162 0,30 pial 0625807
288102 1z g2 2a 4a 2.5% 4a leo 4o 1z 1,060 ©
471.10xz 0,50 4a 0,50 2o 1,5% 1o 162 1o 4a 1,25% ©
531.102 0,52 g2 0,252 0,252 0,334 20 162 1z 2n 0,62542 %
122 11= 22 8a 2a 8a pacs 8a 320 4o 82 0,759z =
230.11x 0,50 4a 0,50 2o 1,5% 1o 2o 1= is 1,25% ©
25511a 0,52 4z 0,50 1o 1.25% 0,50 2o 1o 1o 2,125%"
45011z 1z 4a 1z 0,52 1,125% 1z laz 1z 0,52 1,030 =
Isoladosclinicos-de-CandidaparapsilosisFLC-B: 0 o 0 o o 0 0 0 4 =
262.10= 162 it 4= il 1.25% 322 322 il it 0,5% ©
275102 8a &o 4a 2a 0.75% 162 162 4o 82 0,754 @
357.10= gz gz 1= 0.5z2 0187 32z 32z 1= gz 0,288z 2
390.10z 8o 82 i3 i 24z 162 16= 162 8o 1,5% ©
117.11z ifal ifal 4o 4o 1t 162 162 4o &o 0,759
185.11z 162 3o 4o g2 1,25% 320 162 162 3o 1bg B
ATCC-22019:2 1z i 1s 22 125% 22 162 1s 0,50 0,534 -

*FLC-S - Isolados sensiveis ao fluconazol (CIM < 2); FLC-R - Isolados resistentes ao fluconazol (CIM > 4). Os valores de resisténcia sdo baseados no CIMsy,
FICI-(Fractional Inhibitory Concentration Index) ® Aditivo (FICI=1),, © Indiferente (FICI >1.0 - 4.0), ¢ Sinergismo parcial (FICI >0.5-1.0), ¢ Sinergismo (FICI < 0.5).
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O uso combinado de fluconazol e baicaleina ndo resultou em acao sinérgica
contra isolados de C. parapsilosis sensiveis ao fluconazol, porém entre os isolados resistentes,
foi observado sinergismo em 1 isolado em termos de CIMsy (357.10). Neste caso o CIMsg
para o fluconazol passou de 8 pug/mL (resistente) para 1 pg/mL (sensivel). J& em termos de
CIMg sinergismo foi observado para 2 isolados (262.10 e 357.10). Houve reducao de 4 vezes
na concentracdo de ambas substancias para o primeiro isolado e de até 32 vezes para o
ultimo. Sinergismo entre o antifingico fluconazol e o flavonoide baicaleina também foram
observados por Huang et al. (2008) para espécie de C. albicans. Trabalho anterior realizado
por nosso grupo, ao estudar a combinagdo entre fluconazol e baicaleina em isolados de
Candida nao-albicans verificou a presen¢a de sinergismo para um isolado clinico de C.
parapsilosis (SERPA et al., 2012).

A ocorréncia ou ndo de sinergismo em isolados resistentes de uma mesma
espécie, sugere possiveis mecanismos de resisténcia distintos entre os isolados testados. Se
relacionarmos nossos dados aos resultados encontrados por Huang e colaboradores (2008),
em que a baicaleina parece ser responsavel por inibir bombas de efluxo relacionadas a
resisténcia, poderiamos sugerir que o mecanismo de resisténcia presente nos isolados (262.10
e 357.10) possa também estar relacionado a presenca de bombas de efluxo.

As baixas concentragdes de baicaleina encontradas, frente aos isolados,
mostram potencial promissor do flavonoide como agente antifingico. Estudos futuros sdo
necessarios para determinar o mecanismo de agdo da baicaleina e assim elucidar a ac¢do do

mesmo como agente antifungico tanto de forma isolada como em combinagao.

3.3  VIABILIDADE CELULAR FRENTE AO FLAVONOIDE BAICALEINA

A exposi¢do dos isolados 65.10 (sensivel ao fluconazol) e 357.10 (resistente
ao fluconazol) a baicaleina em concentragdes referentes aos valores de CIMso e CIMg de cada
isolado e a correspondente viabilidade celular obtida em diferentes tempos pode ser vista na
Tabela 3. No primeiro tempo analisado (12 horas) ja houve queda na viabilidade celular com
relacdo ao controle para ambos isolados (p<0,05). Para o isolado fluconazol-sensivel (65.10)
os melhores resultados foram obtidos em 24 horas, ja para o isolado resistente (357.10) os
melhores resultados foram observados em 24 horas e manteve-se em 36 horas. O aumento na
porcentagem de células vidveis a partir dos tempos de 36 horas para o isolado 65.10 e de 48
horas para o isolado 357.10 deve estar relacionada a reducdo na disponibilidade do flavonoide

nos tempos finais ou até mesmo na possivel alteragdo do pH do meio.
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Tabela 3 — Concentragdo Inibitéria Minima da baicaleina contra C.
parapsilosis (resistente e sensivel ao fluconazol) e o
efeito na viabilidade celular.

Viabilidade celular (% de UFC)

Isolado 357.10 Isolado 65.10
Tempo 8 ug/ml 32 pg/ml 4 ug/ml 16 pg/ml
12h 56,98* 31,02* 83,41* 45,13*
24h 37,58* 16,32* 51,85* 35,55*
36h 37,03* 15,74* 90,85 72,63*
48h 73,67 38,7* 90,39 77,92

* p <0,05 quando comparado ao respectivo controle.

De um modo geral, a baicaleina teve maior acdo sobre o isolado 357.10
tanto nas concentracdes referentes ao CIMsy quanto para as referentes ao CIMgy. Ao
compararmos as concentragdes de 8 pg/mL (CIMsg) do isolado 357.10 com a concentragao de
16 pg/mL (CIMsgo) do isolado 65.10, podemos notar semelhancas de viabilidade nos tempos
de 12, 24 e 48 horas, porém em 36 horas o flavonoide se mostrou mais eficiente para o
isolado resistente (357.10) mesmo frente a uma concentracdo menor da droga. Guo e
colaboradores (2010) ao comparar a acdo do composto natural acido pseudolérico B sobre
isolados de C. albicans, sensiveis e resistentes ao fluconazol, verificou que o tratamento foi
mais efetivo no isolado resistente. No presente estudo, para o isolado resistente (357.10), as
concentragoes referentes ao CIMgg, com relacdo as concentragdes referentes ao CIMs, foram
mais eficientes (p<0,05) na queda da viabilidade celular em todos os tempos testados. Porém
para o isolado 65.10 a queda significativa da viabilidade celular, com relagdo a maior
concentragdo do flavonoide, ocorreu apenas no tempo de 12 horas.

Os dados obtidos sugerem que o flavonoide baicaleina apresenta atividade
antifingica contra isolados de C. parapsilosis independente dos mesmos apresentarem
resisténcia ao fluconazol. Os resultados de viabilidade celular demonstraram uma melhor ac¢ao
do flavonoide contra o isolado FLC-resistente, sugerindo, desta maneira, um mecanismo de

acdo diferente entre os dois compostos.
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4 CONCLUSOES

® Os dados obtidos refor¢am a importancia do aumento de Candida nao-albicans no Brasil e
nos alertam para a atencdo que deve ser dada aos estudos, ndo apenas em ambito regional,
mas também em ambito institucional. Perfis epidemioldgicos diferentes, em uma mesma

regido sao encontrados € podem desorientar supostos tratamentos empiricos;

e No geral, resisténcia a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol entre isolados
sanguineos de Candida de institui¢des brasileiras ainda ¢ incomum. Entre os antifungicos
analisados, itraconazol apresentou os melhores resultados. Embora ndo tenha sido relatada
resisténcia entre os isolados de C. glabrata e C. krusei, especial atengdo ¢ necessaria na

escolha do tratamento, devido os altos CIM's encontrados;

e Os dados de suscetibilidade fungica e viabilidade celular mostram potencial promissor da
baicaleina como agente antifingico, independente dos isolados apresentarem resisténcia

ao fluconazol;

e Com relagdo, ainda, aos testes de viabilidade celular os resultados obtidos indicam uma
melhor acdo do flavonoide baicaleina contra isolado FLC-resistente, sugerindo, desta

maneira, um mecanismo de agdo diferente entre os dois compostos.
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