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RESUMO

As leveduras estdo amplamente distribuidas em diversos ambientes, sendo também habitantes
normais do corpo humano. S@o consideradas patdgenos oportunistas causando infec¢des que
variam desde superficiais até profundas e fatais. Espécies de Candida spp ocupam,
atualmente, lugar de destaque como principais causadoras das infecgdes a corrente sanguinea.
A investigacdo da suscetibilidade antimicrobiana, frente aos antifungicos rotineiramente
preconizados na terapéutica, ¢ de fundamental importancia, além disso, métodos moleculares
como o RAPD (Polimorfismo do DNA aleatoriamente amplificado) e PFGE (Eletroforese em
campo pulsatil) sd@o conhecidos por ajudar na identificagdo das fontes de infeccdo e
delineamento epidemioldgico. O Laboratério de Microbiologia da FAMERP, em parceria
com o Hospital de Base de Sao José do Rio Preto, vem desenvolvendo projetos de pesquisa
que envolve o isolamento, a identificacdo e manutencdo de cole¢do de culturas de espécies
microbianas. O presente projeto teve como objetivo identificar as espécies leveduriformes
presentes em isolados clinicos e ambientais, avaliar a sua suscetibilidade antimicrobiana, além
de estudar a relacdo genética entre tais isolados por ambas técnicas - RAPD e PFGE, na
tentativa de elucidar as possiveis fontes de aquisi¢ao, pratica considerada fundamental na rede
de vigilancia. No periodo de agosto de 2007 a outubro de 2009, foram analisados 119
episddios de candidemia. A distribuicdo dos casos de candidemia foi mais frequente em
pacientes com idade inferior a 1 ano e superior a 60 anos, ndo havendo tendéncia para
nenhum género. O grupo geral manteve como periodo de internacdo uma média de 35 dias,
com frequéncia de obito correspondente a 61%. C. albicans foi a espécie mais prevalente
(29%), seguida por C. parapsilosis (28%) e C. tropicalis (23%). Dos leitos hospitalares, C.
parapsilosis (46.5%) e T. asahii (28%) foram as mais frequentes. A andlise do poder
discriminatorio do RAPD e PFGE revelou-se como maior para o primeiro frente aos isolados
Candida spp e Picchia anomala. A relagdo clonal esteve presente, em isolados clinicos C.
parapsilosis, C. tropicalis e P. anomala; clinicos e ambientais para C. parapsilosis e C.
tropicalis. Em associacdo aos pardmetros genéticos apenas os isolados clonais, clinicos e
ambientais de C. parapsilosis, T. asahii ¢ P. anomala apresentam o mesmo perfil de
suscetibilidade aos antifungicos em 100% dos casos. No entanto, frente a espécie C.
tropicalis, a taxa de concordancia entre as duas analises (fenotipo e genotipo) foi 30%. Ainda,

os isolados clonais de C. guilliermondii (2) apresentaram respostas fenotipicas distintas aos
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farmacos testados. Considerando-se todas as espécies estudadas, a ocorréncia de fendtipo de
resisténcia aos azolicos, caracterizou-se como evento raro, no entanto, padrdes de
sensibilidade dose dependente foi mais frequente para as espécies C albicans e C. tropicalis.
Tais dados confirmam a necessidade de estudos epidemioldgicos que possam monitorar
possiveis mudangas na distribuicdo dessas espécies frente aos padrdes de suscetibilidade
antimicrobiana. A ocorréncia de isolados clonais em amostras clinicas e ambientais traca a

existéncia de rota de transmiss@o comum em ambiente hospitalar.

Palavras-chaves: Candida spp, RAPD, PFGE, relagao clonal, suscetibilidade antimicrobiana.
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ABSTRACT

The yeasts are widely distributed in the environments diverse and are also normal inhabitants
of the human body. They are considered opportunistic pathogens and cause infections that
vary since superficial until deep and fatal. Species of Candida sp. currently occupy
prominence place as main causers of bloodstream infections. The investigation of the
antimicrobial susceptibility, relate to the antifungal drugs routinely used in the therapeutics,
has a great importance, moreover, molecular methods as RAPD (Randon Amplified
Polymorphic DNA) and PFGE (Pulsed-Field Gel Eletrophoresis) are known to help in the
identification of the infection sources and epidemiologic delineation. The Laboratory of
Microbiology of the FAMERP, in partnership with the Hospital of Base of Sao José do Rio
Preto, it develops projects of research that it involves isolation, identification and maintenance
of collections of microbial species cultures. The present project had as objectives to identify
the yeast species found in the clinical and environmental isolates, to evaluate their
antimicrobial susceptibility, beyond evaluate the genetic relation between the isolates by both
techniques - RAPD and PFGE, in the attempt to elucidate the possible sources of acquisition,
which is the basic considered practice in the vigilance net. In the period of August of 2007 the
October of 2009, 119 episodes of candidemia have been analyzed. The distribution of the
candidemia cases was more frequent in patients with less than one year old and more than 60
years old, and there wasn’t any tendency of gender. The general group kept as period of
internment an average of 35 days, with death frequency of 61%. C. albicans was the most
prevalent specie (29%), followed by C. parapsilosis (28%) and C. tropicalis (23%). In
hospital beds, C. parapsilosis (46,5%) and T. asahii (28%) have been most frequent. The
analysis that the discriminatory power of RAPD and PFGE showed as bigger for the first
front to Candida spp e Picchia anomala isolates. The clonal relation was present, in clinical
isolates of C. parapsilosis, C. tropicalis and P. anomala; clinical and environment for C.
parapsilosis and C. tropicalis. In association to the genetic parameters only the clone isolates,
clinical and environmental isolates of C. parapsilosis, T. asahii and P. anomala presented the
same profile of antifungal susceptibility in 100% of the cases. However, regarding to the
specie C. tropicalis, the rate of agreement between the two analyses (phenotypic and
genotypic) was 30%. Still, the clones isolates of C. guilliermondii (2) presented distinct

phenotypic answers to the tested drugs. Considering all the studied species, the occurrence of
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a phenotype of azole resistance, characterized as rare event, however, profile of dose-
dependent sensitivity was more frequent for the species C albicans e C. tropicalis. Such data
confirms the necessity of epidemiologic studies which can monitor possible changes in the
distribution of these species or in the patterns of antimicrobial susceptibility. The occurrence
of clonal isolated in clinical and environmental samples it traces the existence of route of

common transmission in hospital environment.

Key-Words: Candida spp, RAPD, PFGE, clonal relation, antimicrobial susceptibility.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. Infecc¢des fungicas

O ntmero de doencas flingicas tem aumentado nos ultimos anos e neste sentido, a
infeccdo da corrente sanguinea causada por fungos vem sendo considerada a quarta causa de
sepse, segundo dados do Nosocomial Infection Surveillance System (WISPLINGHOFF et al.,
2004). Neste panorama, 80% destas, sdo causadas por espécies de leveduras do género
Candida resultando em substancial morbidade e mortalidade (40 a 60%), especialmente se a
terapia antifungica falta ou ¢ inapropriada (GAGNE et al., 2006; GAREY et al., 2006;
GUDLAUGSSON et al., 2003; MORGAN et al., 2005; MORREL et al., 2005; PUZNIAK et
al., 2004; SHORR et al., 2009). Por esta razdo, estas infec¢cdes possuem grande impacto na
saude publica, principalmente em ambientes hospitalares de alto risco como Unidades de
Tratamento Intensivo (COLOMBO et al., 1999). Além disso, o surgimento de espécies
resistentes aos antifungicos, associado aos altos indices de mortalidade no mundo todo,

representam um importante desafio terapéutico (FRANCA et al., 2008; HUANG et al., 1999).

1.2. Ambiente hospitalar e Candida spp

A relevancia das infec¢des por Candida spp em ambiente hospitalar passou a ganhar
importancia a partir da década de 1980, interligada ao avango da tecnologia cientifica médica
e do melhor conhecimento dos mecanismos desencadeadores de doencas, propiciando uma
sobrevivéncia maior do homem (EGGIMANN et al., 2003; GUDLAUGSSON et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2004; SANDVEN, 2000; VIUDES et al., 2002; ZAOUTIS et al., 2005). Este
fato fez com que as intervengdes de procedimentos clinico-laboratoriais expusessem os
pacientes a uma seletividade de micro-organismos mais resistentes, favorecidos pelo uso
indiscriminado ao longo do tempo dos farmacos disponiveis no mercado (FRANCA et al.,
2008). Deste modo, os relatos de cepas de Candida spp envolvidas em enfermidades humanas

na condi¢do de agente principal e/ou secundario tornaram-se mais frequentes, fazendo deste
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micro-organismo um dos mais relevantes, e intimamente associado as infec¢des nosocomiais
(COLOMBO et al., 2003).

Atualmente, infec¢des sanguineas por espécies de Candida, conhecida por
candidemia, estdo entre as principais infecgdes nosocomiais, devido ao aumento no numero
de hospitalizagdes, cirurgias de alto risco, depress@o imunitaria secundaria a doenga de base
ou disturbios metabolicos do hospedeiro, fatores iatrogénicos relacionados aos procedimentos
médicos invasivos, quimioterapia e abuso na utilizagdo de antibidticos de amplo espectro
(BLUMBERG et al., 2001; BRITO et al., 2006; COLOMBO et al., 1999; GUDLAUGSSON
et al., 2003; HINRICHSEN et al., 2008; MARCHETTI et al., 2004; PFALLER et al., 2001;
RANGEL-FRAUSTO et al., 1999; SAIMAN et al., 2001; VIUDES et al., 2002; WARNOCK,
2007).

Devido a alta taxa de mortalidade, torna-se imprescindivel a investigacdo das fontes de
aquisicdo para posterior ado¢ao de medidas de controle (ERGON et al., 2005). Apesar da
existéncia de controvérsias sobre o tratamento apropriado das superficies inanimadas no
ambiente hospitalar, para prevencdo de transmissdo de patogenos, existe evidéncia da
presenca e sobrevivéncia de C. albicans em superficie inerte por tempo prolongado, devido a
presenca de albumina, baixa temperatura e alta umidade no ambiente, fato apresentado pelo

estudo de Kramer et al., 2006.

1.3. O género Candida e o hospedeiro

O género Candida é constituido por leveduras anamorficas, cujos mecanismos de
divisdo celular envolvem o brotamento simples, brotamento fissdo e divisdo binaria. Fazem
parte do reino Fungi; Divisdo Eumycota; Filo Deuteromycota; Classe Blastomyces; Ordem
Criptococales; Familia Criptococaceae; género Candida (BRION et al., 2001; GUARRO et
al., 1999; HOOG & GUARRO, 2001; XAVIER & CHANG, 2008).

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta frequéncia com que
colonizam e infectam o hospedeiro humano. Possuem ampla distribuicdo, podendo ser
encontradas fazendo parte da microbiota do homem (trato gastrintestinal e saliva) e de outros
animais, assim como no solo, alimentos e em diversos ambientes, inclusive hospitalares
(COLOMBO & GUIMARAES, 2003; GUARRO et al., 1999). Essas leveduras comensais

tornam-se patogénicos caso ocorra um desequilibrio da relagdo parasito-hospedeiro (BRION
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et al., 2001). Assim, a colonizagdo é o primeiro passo, uma vez que populagdes numerosas de
leveduras tentam vencer as defesas do individuo, sem causar-lhes danos (BRION et al., 2001).
Seguem-se, entdo, alteragcdes no mecanismo de defesa do hospedeiro ou comprometimento
das barreiras anatomicas secundarias (RODRIGUEZ & MOREIRA, 1999). Tais alterag¢des
podem ser decorrentes de mudangas fisioldgicas caracteristica da idade, ou, ainda, associadas
a doencas degenerativas, neoplasias, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e
imunossupressdo induzida por atos médicos (COLOMBO et al., 2003). Em associacdo aos
fatores de viruléncia do género Candida, todas essas alteracdes ocasionam uma infec¢do do
tecido sanguineo, com potencial de disseminagdo para outros sitios profundos (MEDRANO &
RABENHORST 2004).

Entre as espécies de Candida conhecidas, 17 sdo implicadas em quadros de infec¢do
humana. Nesse sentido, Candida albicans ¢ a espécie mais frequentemente isolada de
infec¢des superficiais e invasivas, apresentando varios fatores de viruléncia (LOPEZ-SATRE
et al., 2003; MARCHETTI et al., 2004; RODRIGUEZ & MOREIRA, 1999). Esta espécie ¢
naturalmente sensivel a varias drogas antifungicas de uso sistémico, mas casos de resisténcia
adquirida aos azolicos sdao conhecidos, particularmente em isolados fungicos de pacientes que
foram expostos a estes medicamentos. J4 a resisténcia a anfotericina B ¢ considerada um
fendmeno raro, devido a interpretagdes conflitantes das metodologias com relagdo aos pontos
de corte que permitem classificar os isolados como sensiveis ou resistentes a anfotericina B
(BOFF & ALVES, 2007; LEMOS et al., 2009).

Do mesmo modo, Candida dubliniensis apresenta semelhanca morfologica e
bioquimica com C. albicans, porém ¢ menos patogénica e tem maior facilidade de
desenvolver resisténcia aos antifungicos triazdlicos (FRANCA & FILHO, 2006). Embora o
significado clinico ndo esteja totalmente identificado, esta espécie ¢ considerada um patéogeno
oportunista devido a sua associagdo com infecgdes orais recorrentes, assim como sua
implicagdo com casos de infeccdes superficiais ou sistémicas em individuos
imunocomprometidos (JABRA-RIZK et al., 2000; NONAKA et al., 2008).

Paralelamente, Candida parapsilosis apresenta-se, desde os anos 80, como um
importante patogeno hospitalar, em criangas e recém-nascidos prematuros em unidades de
terapia intensiva, especialmente em infeccdo de corrente sanguinea, relacionada
predominantemente a via de transmissdo exogena (BONASSOLI et al., 2005; CANO et al.,
2005; COLOMBO et al., 1999; COLOMBO et al., 2003; COSTA et al., 2000; GODOY et al.,
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2003; GOLDANI & MARIO, 2003; MATSUMOTO et al., 2002; XAVIER et al., 2008).
Caracteristicamente, C. parapsilosis coloniza a pele, tem grande capacidade de produzir
biofilme, em particular associado a cateter (CANO et al., 2005; CANTON et al., 2001;
FRANCA & FILHO, 2006; LEVIN et al., 1998; MEDRANO et al., 2006). Isolados clinicos
desta espécie sdo sensiveis a anfotericina B e aos triazolicos (DIEKEMA et al., 2002;
SANGLARD & ODDS, 2002).

Casuisticas do Brasil e do mundo revelam Candida tropicalis como importante
levedura do grupo ndo-albicans responséavel por quadros de candidemia (ALMIRANTE et al.,
2005; CLARK et al., 2004; LUPETI et al., 2002), cuja via de aquisicdo & essencialmente
endégena (CANTON et al., 2001). Considera-se que 50 a 60% dos pacientes colonizados por
esta espécie desenvolvam infecgdes sistémicas, sendo de ocorréncia elevada em pacientes
com neoplasias, leucemias e em menor naqueles com tumores solidos (COLOMBO et al.,
2003; FOONGLADDA et al., 2004; GUPTA et al., 2001). Os isolados clinicos desta espécie
sdo sensiveis a anfotericina B e, na grande maioria das vezes, aos triazolicos (COLOMBO &
GUIMARAES, 2003; FRANCA & FILHO, 2006).

Candida guilliermondii ¢ considerada um componente da microbiota humana, sendo
raramente isolada de pacientes como um patogeno. Devido a baixa frequéncia, infeccdes
causadas por C. guilliermondii s3o relativamente pouco estudadas, em comparagdo as
infecgdes causadas por outras espécies de Candida (PASQUALOTTO et al., 2006). Tem sido
reportada com diminui¢do na suscetibilidade a drogas antifingicas (PFALLER & DIEKEMA,
2007).

Em muitos centros médicos dos Estados Unidos, a espécie mais comum de Candida
ndo-albicans, corresponde a Candida glabrata (LIN et al., 2005). No entanto, indices de
prevaléncia varidaveis vém sendo apontados, comumente relacionados a diversos fatores, tais
como, geograficos, idade e populagdo em estudo (DIEKEMA et al., 2002; MALANI et al.,
2001; MARR et al., 2000; RANGEL-FRAUSTO et al., 1999; VISCOLI et al., 1999). Devido
ao fato desta espécie ser resistente ao fluconazol, ha relatos de um aumento de fungemias
relacionados aessa espécie (MALANI et al., 2005).

Pichia anomala (anteriormente Hansenula anomala, forma anamorfica Candida
pelliculosa) tem sido raramente implicada como causa de fungemia em neonatos e pacientes

imunocomprometidos (PASQUALOTTO et al., 2005). Embora P. anomala seja considerada
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uma levedura emergente em termos de infeccdo sanguinea, dados sobre a suscetibilidade
frente a drogas antifingicas sdo raros (MATTA et al., 2007).

Apesar deste panorama microbioldgico relevante nas doengas fungicas de corrente
sanguinea, outras espécies do género Candida podem ainda ser consideradas patogénicas para
humanos, tais como: C. krusei, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C.
norvegensis ¢ C. inconspicua (COLOMBO et al., 2006; PFALLER & DIEKEMA, 2004;
SANDVEN et al., 2006). A excecdo de C. krusei, inerentemente resistente aos derivados
azodlicos, as demais apresentam padrdes variados de resposta aos antimicrobianos comumente
utilizados na pratica clinica (FIDEL et al., 1999). E, portanto, de fundamental importancia
estabelecer metas para o conhecimento do comportamento microbiologico de cada uma das
espécies fungicas, para permitir a escolha da melhor abordagem terapéutica (ALEXANDER,
2002; COLOMBO & GUIMARAES, 2003; PFALLER et al., 2001; SANGLARD & ODDS,
2002).

1.4. Resisténcia antiftiingica

A resisténcia pode ser definida em termos microbioldgicos e clinicos (ESPINEL-
INGROFF, 2008). O conceito microbioldgico de resisténcia engloba a resisténcia primaria
(ou intrinseca) que ¢ aquela presente em um organismo sem prévia exposicdo aos farmacos
antifingicos e a resisténcia secundaria (ou adquirida) que ¢ aquela desenvolvida como
resposta a exposi¢do a essas substancias (LOEFFLER & STEVENS, 2003). Normalmente, a
resisténcia secundaria ¢ decorrente de alteragdes fenotipicas e/ou genotipicas de carater
estavel ou transitorio (BARKER & ROGERS, 2006). Por sua vez, a resisténcia clinica tem
sido definida como a progressdo ou a persisténcia de uma infec¢do, a despeito do
estabelecimento de apropriada terapia antimicrobiana (PEREA & PATTERSON, 2002). A
ocorréncia de resisténcia clinica estd associada a fatores do hospedeiro, fatores
farmacoldgicos, fatores iatrogénicos e fatores fungicos (ESPINEL-INGROFF, 2000). Dentro
das infec¢des fungicas invasivas, a resisténcia clinica se manifesta tipicamente em pacientes
com neutropenia profunda e prolongada, pacientes submetidos a multiplas terapias e
portadores de proteses e cateteres (PLAYFORD et al., 2008).

A resisténcia primdria a anfotericina B € de ocorréncia limitada. Alguns patdgenos

emergentes como Aspergillus spp., C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae e



24

Fusarium spp., todavia, tém demonstrado certo grau de resisténcia primdria in vitro
(CUENCA-ESTRELLA et al., 2006). Da mesma forma, a resisténcia secunddria a farmacos
poliénicos € pouco prevalente entre as espécies fungicas. No entanto, alguns casos de infec¢do
disseminada por cepas de C. glabrata, C. krusei e C. albicans que desenvolveram resisténcia
a anfotericina B durante o tratamento antifingico t€ém sido descritos (ROGERS, 2006). A
resisténcia aos poliénicos estad primariamente relacionada a alteragdes qualitativas e
quantitativas dos lipidios da membrana celular fungica (CANUTO & RODERO, 2002). Os
mecanismos bioquimicos de resisténcia incluem a diminuicdo do conteudo de ergosterol sem
concomitante mudan¢a em sua composi¢ao, a substitui¢do dos esterdis com maior afinidade
pelos poliénicos e a reorientagdo dos esterois existentes, tornando a ligacdo com os poli€énicos
menos favoravel (BAKER & ROGERS, 2006). Essas alteragdes da membrana fungica
parecem estar associadas a mutagdes nos genes erg2 ou erg3 (KLEPSER, 2001). Outras
fontes de resisténcia sdo o aumento da atividade da catalase celular que age minimizando a
destrui¢cdo oxidativa produzida pelos farmacos poliénicos e a diminui¢do do conteudo de B-1,
3-glucana que estabiliza a parede celular fingica, influenciando o acesso de macromoléculas
como a anfotericina B a membrana plasmatica (LOEFFLER & STEVENS, 2003;
SANGLARD, 2002). Apesar de quimioterapia citotdxica € severo imunocomprometimento
serem, comumente, observados em pacientes infectados com cepas que apresentam resisténcia
secundaria, os fatores de risco para o desenvolvimento de resisténcia aos derivados polié€nicos
nao estdo bem definidos (KANAFANI & PERFECT, 2008).

Diferentes mecanismos moleculares de resisténcia aos azodlicos sdo possiveis
(ESPINEL-INGROFF, 2008). A resisténcia secundaria a esses farmacos esta melhor descrita
em fungos leveduriformes (SANGLARD, 2002). Em Candida spp., a resisténcia pode ser
resultado do aumento da expressdo de bombas de eliminagdo ativa que regulam o transporte
e/ou o acumulo intracelular de derivados azolicos. Os transportadores ABC e os
transportadores MSF sdo as duas principais bombas de efluxo encontradas nesses fungos. A
super-expressdo em C. albicans dos genes cdrl e cdr2 codificadores dos transportadores ABC
e do gene mdrl codificador dos transportadores MSF determimam a diminui¢do da
susceptibilidade a maioria dos azolicos de uso clinico e ao fluconazol, respectivamente
(MISHRA et al., 2007). Genes funcionalmente semelhantes aqueles observados em C.
albicans sdo também descritos em espécies ndo-albicans como cgedrl e pdhl em C. glabrata

e cdcdrl e cdedr2 em C. dubliniensis (SANGLARD, 2002). Um mecanismo diretamente



25

relacionado com resisténcia é a alteracdo estrutural da enzima 14-a lanosterol demetilase
(ERG11p) que ¢ o sitio celular dos derivados azodlicos e a enzima chave na sintese do
ergosterol. Essa enzima € produto do gene cyp5S1/ergl1 e mutagdes em sua sequéncia levam a
mudangas conformacionais da enzima, afetando a afinidade com os azoélics (PRASAD &
KAPOOR, 2005). Em C. krusei, esse mecanismo de resisténcia ¢ de natureza primadria
(SANGLARD & ODDS, 2002). O aumento da expressdo do gene ergll parece também
contribuir para resisténcia aos derivados azodlicos (KLEPSER, 2001). A alteragdo na via
biossintética do ergosterol € outro mecanismo associado a resisténcia. A enzima C-5,6 esterol
desaturase codificada pelo gene erg3 cataliza a conversdo de 14-a metilfecosterol em 14-a
metil-ergosta-8,24(28)-dien-3B,6a-diol. Esse esterol metilado toxico é formado com o
bloqueio de ERG11p, sendo consequéncia da atividade dos farmacos azolicos sobre a célula
fingica. A mutagdo do gene erg3 suprime o efeito toxico e € considerado um mecanismo de
resisténcia (MISHRA et al., 2007). Devido a ndo producdo de ergosterol, esse mecanismo
também estd associado a resisténcia aos derivados poli€nicos (MELLADO et al., 2002). Com
a alteragdo da composi¢do dos esterdis da membrana citoplasmatica, o influxo celular de
azolicos ¢ afetado pela perda de fluidez e assimetria dessa organela. Este mecanismo tem sido
demonstrado em isolados de C. albicans resistentes ao miconazol e fluconazol e C. krusei

resistente ao itraconazol (LOEFFLER & STEVENS, 2003).

1.5. Candidiase sistémica

A candidiase sistémica caracteriza-se por uma sintomatologia infecciosa localizada,
que, em algum periodo de sua evolucdo, dissemina-se a outros Orgdos por via sanguinea,
como, por exemplo, coragdo, intestino, pulmédo, rins e sistema nervoso central, podendo ser
observada de forma isolada ou associada (ELLIS, 2002; SALDAR et al., 2002). Nestas
situagdes, os episddios de fungemia podem ter cardter transitério e autolimitado,
particularmente em hospedeiros imunocompetentes (COLOMBO et al., 2003). Ainda, nio
existem, até o momento, dados clinicos ou laboratoriais que permitam ao clinico diagnosticar
o momento exato do aparecimento da fungemia, ou, ainda, identificar se o episoédio sera
transitorio ou ndo (COLOMBO et al., 2003). De fato, complicagdes como retinite, meningite
ou osteomielite tardias por Candida spp, podem aparecer semanas ou meses apos o episddio

de candidemia (COLOMBO et al., 2003). O aparecimento de lesdes cutdneas pode ser a
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primeira manifestacdo de doenga invasiva ou um marcador de disseminacdo da doenga. Tais
lesdes podem acometer de 10 a 15% dos pacientes, apresentando-se caracteristicamente como
formacdes maculo-papulares ou pequenos nodulos com base eritematosa ou purpurica, sendo

ainda descritos outros aspectos morfologicos de lesdes (FERNANDES et al., 2000).

1.5.1 Epidemiologia de candidemia

Evidéncias sugerem que infecg¢des da corrente sanguinea (ICS) causadas por Candida
spp tém se tornado o maior problema em hospitais terciarios em todo o mundo, estando
associadas ao aumento da permanéncia hospitalar ¢ a elevada taxa de mortalidade
(ALMIRANTE et al., 2006; ANTUNES et al., 2004; BARBERINO et al., 2006; COLOMBO
et al., 2006; MEDRANO et al., 2006; TORTORANO et al., 2004). No Brasil, a taxa ¢ de 3,7
casos para cada 10.000 pacientes por dia e tem levado a necessidade da criagdo de programas
de vigilancia (COLOMBO et al., 2006; WARNOK, 2007). Nos Estados Unidos ¢ considerada
a quarta causa mais comum de infec¢do hospitalar, com incidéncia de 1,5 casos a cada 10.000
pacientes por dia (HAJJEH et al., 2004) e na Europa, em torno de 0,5 e 0,7 casos a cada
10.000 pacientes por dia (ARENDRUP et al., 2005; RICHET et al., 2002).

Mudangas significativas na epidemiologia da candidemia, em virtude, principalmente,
da diversificagdo das espécies envolvidas, vém sendo descritas (MARCHETTI et al., 2004;
RENTZ et al., 1998). Assim, por exemplo, C. albicans tem sido a espécie mais prevalente,
responsavel por 85 a 90% (CHENG et al. 2005). Entretanto, nas duas ultimas décadas,
espécies de Candida ndo-albicans tornaram-se os principais agentes etioldgicos envolvidos
nos quadros de infecgdes flingicas invasivas no mundo todo, garantindo que variagdes
geograficas mudem o padrdo etiologico desta infeccdo (COLOMBO et al., 2006;
HINRICHSEN et al., 2008; MORGAN, 2005; XAVIER et al., 2008). Nesse sentido, na
América do Norte nota-se o predominio de C. glabrata (MORGAN, 2005); na América do
Sul, C. parapsilosis e C. tropicalis (BRILHANTE et al., 2005; COLOMBO et al., 2003;
HINRICHSEN et al., 2008); no Brasil, C. albicans, e para o grupo ndo-albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis (COLOMBO et al., 2006).

A falta de um diagnostico rapido e preciso de candidemia, aliada a condigao clinica do

paciente, tém sido considerados elementos fundamentais, explicativos, aos elevados indices

de mortalidade (40 a 60%) (AL-JASSER & ELKHIZZI, 2004; ALMIRANTE et al., 2005;
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ARENDRUP et al., 2005; FALLAAS et al., 2006; MIRANDA & LEVIN, 2007; PAPPAS et
al., 2003). Nos Estados Unidos, os indices percentuais de mortalidade cresceram 38% entre a
década de 80 e 90 (GUDLAUGSSON et al., 2003; WEY et al., 1988).

Outro aspecto relevante a ser considerado, em relagdo aos episddios de candidemia, ¢
o alto custo decorrente do atendimento ao paciente, compreendendo diagnostico, tempo de
internacdo e tratamento (MORGAN et al., 2005). A partir desses dados, € possivel concluir

que a candidemia ¢ um problema de satude publica em hospitais tercidrios de todo o mundo.

1.5.2 Fisiopatologia e via de aquisicao

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por via endogena,
pela translocagdo de Candida através do trato gastrintestinal (NUCCI & ANAISSE, 2001).
Qualquer variavel que provoque desequilibrio da microbiota ou lesdo da mucosa
gastrointestinal, pode ser um agente facilitador de translocacdo de Candida spp até os
capilares mesentéricos. Sendo assim, fatores que aumentem a colonizagdo intestinal por
Candida (uso de antibidticos) ou determinem atrofia ou lesdo de mucosa intestinal (jejum
prolongado, nutricdo parenteral total, hipertensdo, quimioterapia) pode potencializar o
fendmeno de translocagdo no tubo gastrointestinal (COLOMBO & GUIMARAES, 2003).

Entretanto, em ambiente nosocomial, infec¢des hematogénicas por Candida spp
também podem ser adquiridas por via exdgena, através do contato das maos de profissionais
de saude, a partir de cateteres vasculares centrais, implante de proteses contaminadas, bem
como pela administracdo parenteral de solucdes contaminadas (BRITO et al.,, 2006;
HINRICHSEN et al.,, 2008). A identificagdo dessa rota de aquisicdo e transmissdo ¢
fundamental para controle e monitoramento clinico, reduzindo o tempo de internagdo e os

custos hospitalares (MIMICA et al., 2009).

1.5.3 Diagnéstico

O diagnostico de candidemia ¢ estabelecido, até o presente, por meio de ferramentas
metodoldgicas diversas, tais como, a hemocultura (artesanal, semi-automatizada e
automatizada total), testes sorologicos e técnicas de biologia molecular, visando uma

melhoria na sensibilidade e especificidade do diagndstico (FERNANDES et al., 2000). Dentre
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as técnicas alternativas, a automagdo precedida de lise centrifugagdo, e os sistemas de cultura
de sangue com monitoramento continuo, sdo indubitavelmente superiores quando comparados
aos sistemas de detec¢do manual (MAGADIA & WEINSTEIN, 2001). Tais sistemas
automatizados sdo constituidos por um sistema de leitura 6tica do frasco de hemocultura
realizado a cada 10 minutos, agilizando dessa forma o diagndstico (MAGADIA &
WEINSTEIN, 2001). Mesmo assim, apesar deste avanco, ainda possui baixa sensibilidade,
pois em apenas 50% dos pacientes com infec¢do invasiva, ocorre positividade na vigéncia de
infecgdo da corrente sanguinea (MIMICA et al., 2009). Considerada a falha no diagndstico, a
dissemina¢do do fungo pode ocorrer, resultando em piora clinica do paciente, ampliacdo dos
efeitos adversos, administragdo medicamentosa prolongada e, consequentemente, aumento

dos custos hospitalares (KAUFFMAN, 2006; MORGAN et al., 2005).

1.6. Testes de suscetibilidade aos antifiingicos

Os testes de sensibilidade in vitro aos antifingicos (difusdo em disco e microdilui¢do
em caldo) sdo realizados para avaliar e comprovar a sensibilidade ou resisténcia do fungo
isolado, assim como para direcionamento de conduta terapéutica (ESPINEL-INGROFF,
2000). O ultimo, considerado “gold-standard”, tem como principio expor um indculo definido
do micro-organismo a uma conhecida concentra¢do da droga, cuja leitura final identifica a
concentracdo inibitoria minima (CIM) capaz de inibir o crescimento do agente flngico,
qualificando-o como sensivel, sensivel dose dependente ou resistente (MEDRANO &
RABENHORST, 2004). Varios documentos para padroniza¢do dessa metodologia vém sendo
descritos desde 2002 pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Assim, o
protocolo intitulado M27-A2, estabelece regras para testes de sensibilidade a drogas
antifingicas por microdiluicio em caldo. Recentemente, segue uma nova proposta,
denominada M27-A3, CLSI, 2008.

A realizagdo dos testes de sensibilidade aos antifingicos ndo é justificavel para alguns
autores, pelo fato de que a concentragdo inibitdéria minima de antifingicos ndo define
necessariamente o sucesso terapéutico (SANGLARD & ODDS, 2002). De fato, a resposta
imunologica do hospedeiro, a presenca do foco infeccioso (préteses e cateteres), a
farmacocinética do antifingico (niveis séricos do antifungico, interacdes medicamentosas

antagonicas), a espécie de fungo envolvido sdo elementos essenciais que interferem com a
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dindmica do tratamento (DATRY et al., 2001). Por exemplo, nos pacientes com AIDS e com
candidiase oral, ha uma boa correlagdo clinico-laboratorial (GHANNOUM & RICE, 1999;
KREMERY, 2000), fato ndo observado naqueles outros sem imunodeficiéncia, conforme
previamente descrito. Aqui, os testes de sensibilidade realizados em pacientes candidémicos,
HIV negativos, ndo proporcionam uma prova solida de detecgdo de resisténcia

(GHANNOUM & RICE, 1999; VIUDES et al., 2002).

1.7. Epidemiologia molecular

A epidemiologia de Candida é muito complexa e os primeiros estudos propuseram a
andlise das propriedades fenotipicas (MERZ, 1990; PFALLER et al., 1990).

Novas propostas foram estabelecidas, e assim, Pfaller e cols (2000) salientaram a
importancia da aplicagdo de métodos de tipagem molecular para isolados microbianos. Essa
proposta permite estabelecer dados epidemioldgicos para deteccdo de infec¢do cruzada,
distingdo entre re-infec¢do e reincidéncia de uma infecg¢do, desenvolvimento de resisténcia
antifingica durante terapia antifungica, detec¢do de linhagens resistentes selecionadas pela
pressdo antimicrobiana. De fato, atualmente, para se entender a dinamica do organismo
infectante na populacdo humana, estabelecer critérios em relacionamentos complexos de
comensalismo ou infec¢do, compreender os mecanismos genéticos e evoluciondrios,
identificar a origem da infec¢do ou monitorar a emergéncia de cepas resistentes, os métodos
de tipagem molecular emergem como poderosas ferramentas (LIAN et al., 2003; OLIVE &
BEAN, 1999; PASSOS & SILVA, 2007; SOLL, 2000). Dentre as diversas técnicas de
biologia molecular empregadas para esse fim, s@o citadas: eletroforese em campo pulsatil
(Pulsed-Field Gel Eletrophoresis - PFGE), polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo (Restriction Fragment Lenght Polimorphism - RFLP) e polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (Randon Amplified Polymorphic DNA — RAPD) (ZANCOPE-
OLIVEIRA et al., 2000). Cada uma tem vantagens e desvantagens quando aplicadas a
situagdes especificas e algumas sdo consideradas preferenciais para laboratorios de rotina e ou
pesquisa (ESPINEL-INGROFF et al., 1999).

A técnica de RFLP ¢ utilizada para caracterizar micro-organismos pelos padrdes
derivados da clivagem de seu DNA, cujos comprimentos dos fragmentos produzidos podem

diferir quando o DNA ¢ digerido com diferentes enzimas de restricdo. Os padrdes de bandas
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gerados podem ser usados para diferenciar espécies de fungos (IROBI et al. 1999;
MIRHENDI et al. 2005).

O RAPD ¢ uma técnica que ndo requer conhecimento prévio do “DNA” a ser
analisado (HANULLA et al., 1999), utilizando primers de até 10pb (TAYLOR et al., 1999).
Os produtos da “PCR” s@o submetidos a uma corrida eletroforética, onde se obtém padrdes de
DNA cujas diferencas ou semelhangas permitem presumir seu grau de parentesco por analise
comparativa (VALERIO et al., 2006). Dai, se considerar como método de tipagem de grande
utilidade para estudos epidemiologicos, visto apresentar poder discriminatdrio, ser rapido,
relativamente barato, de facil execugdo e teoricamente aplicavel a véarios micro-organismos
(BAIRES-VARGUE-Z et al., 2007; CHONG et al., 2003; CHONG et al., 2007; REISS et al.,
1998; SOLL, 2000; VALERIO et al., 2006).

Uma segunda opg¢ao diagndstica, o PFGE vem sendo descrito como melhor ferramenta
para estudos de epidemiologia molecular onde a cariotipagem eletroforética ¢ muitas vezes
discriminatoria (CHEN et al., 2005; JANG et al., 2005; HERSCHLEB et al., 2007). De fato,
estudo realizado por Chen e cols (2005), comparando quatro métodos moleculares de
investigacdo epidemiolodgica, apresentou o PFGE (utilizando o processo de digestdo com duas
enzimas de restri¢do) como melhor ferramenta para analise molecular.

De modo geral, a utilizagdo de um Unico método nem sempre ¢ satisfatéria e pode
induzir a um resultado equivocado. Portanto, a combinacdo de dois métodos ou mais pode
servir como melhor ferramenta para investigacdo da relagdo genética entre micro-organismos

(ALMEIDA et al., 2007; VALERIO et al., 2006).

1.8. Condic¢iao microbiologica do ambiente hospitalar

O meio ambiente hospitalar, incluindo o ar, a dgua e as superficies inanimadas que
cercam o paciente, guarda intima relacdo com as infecgdes hospitalares, podendo
proporcionar focos de contato e transmissdo (ANDRADE et al., 2000; CURTIS, 2008;
MOBIN & SALMITO, 2006; STOLL & MOREIRA, 2009).

Embora as causas de infec¢do hospitalar sejam multivariadas, uma parcela de
responsabilidade relaciona-se aos padrdes de assepsia e de higiene do ambiente hospitalar,
além das boas praticas envolvendo corpo clinico (ANDRADE et al., 2000; MATOS et al.,
2004).
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Dentre as atividades executadas no cotidiano dos hospitais ha a limpeza de unidade,
reconhecendo-a como uma das formas de manter o ambiente hospitalar biologicamente seguro
(ANDRADE et al., 2000). Nesse sentido, dois tipos de limpeza de unidade hospitalar sdo
adotados: concorrente e terminal. A concorrente ¢ aquela realizada diariamente em algumas
partes da unidade e em objetos pessoais apos o0 seu uso. Ja a limpeza terminal é conduzida em
todos os componentes da unidade e tem sido indicada quando o paciente desocupa o leito por
motivo de alta, 6bito, transferéncia, periodo de hospitalizagdo prolongada e nos casos de
término de isolamento (ZANCONATO et al., 2007). De uma maneira geral, os dois tipos de
limpeza sdo realizados para a remog¢ado de sujidade, com a finalidade primordial de impedir a
dissemina¢do de micro-organismos que colonizam as superficies horizontais dos mobiliarios
(PANNUTI, 1997). Para tal, a adog¢do de produtos quimicos com ac¢do germicida, eficazes
para a remog¢do e destrui¢do de micro-organismos, ¢ recomendada pelo ministério da saude
(MINISTERIO DA SAUDE, 1998). Entre outros, sio indicados alguns aldeidos, compostos
fenolicos, quaternarios de amodnia, compostos organicos liberadores de cloro ativo, iodo e
derivados, alcoois, glicois e biguanidas (SVIDZINSKI et al., 2007).

Os principais pré-requisitos que devem ser levados em conta para um agente quimico
ser utilizado com ac¢do germicida sdo: apresentar amplo espectro de a¢do antimicrobiana; ser
capaz de inativar rapidamente os micro-organismos; nio ser corrosivo para metais; nao
danificar artigos ou acessorios de borracha ou plastico, nem equipamentos Opticos; sofrer
pouca interferéncia de outros produtos quimicos; ser inodoro ou ter odor agradavel; ndo ser
irritante para a pele e mucosas; possuir baixa toxicidade; tolerar pequenas variagdes de
temperatura ¢ de pH (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Para a sele¢cdo de um produto quimico também devem ser consideradas caracteristicas
dos micro-organismos, assim como a forma em que os mesmos costumam se encontrar; 0s
esporulados resistem muito mais do que aqueles que permanecem na forma vegetativa. Além
disso, ¢ importante levar em considera¢do ao seu numero (concentracdo do inoculo) a ser
destruido (SVIDZINSKI et al., 2007).

Entre os agentes quimicos mais utilizados atualmente nos hospitais, o hipoclorito de
sodio e o acido peracético sdo considerados os que melhor atendem aos requisitos de um
desinfetante. O hipoclorito de s6dio € um agente quimico utilizado para desinfec¢do de nivel
médio de artigos e superficies; é¢ de baixo custo, mas necessita de andlise do teor do principio

ativo antes do uso e oferece risco ambiental, pois persiste no meio ambiente por oito anos



32

(SVIDZINSKI et al., 2007). O acido peracético proporciona maior seguranga durante a
execug¢do do servico, diminuindo os riscos relativos a satde ocupacional, e ¢ altamente
compativel com o meio ambiente, pois ¢ um composto biodegradavel. Porém deve ser
manuseado sempre em local seco e ventilado e ser evitada a incidéncia de luz solar direta. E
indicado o uso de equipamento de protecdo individual (avental, luvas, protetor ocular ou
facial e outros) durante o seu manuseio (CAREGNATO et al, 2002). Apesar destas
consideragdes, observa-se uma tendéncia em substituir o hipoclorito de sodio pelo acido

peracético para a maioria dos hospitais (SVIDZINSKI et al., 2007).
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
(FAMERP) em parceria com o Hospital de Base (HB) de Sido José¢ do Rio Preto, SP, vem
desenvolvendo projetos de pesquisa que visam o isolamento, identificacdo e manuten¢ido de
colegdo de culturas de espécies microbianas de importancia clinica. A analise da
suscetibilidade antifingica por microdiluicdo, formalizada para otimizar a caracterizagdo
fenotipica das leveduras por auxiliar na tipagem, foi proposta do presente projeto. Além disso,
a avaliagdo da relagdo genética, a partir d¢ RAPD e PFGE correlacionado aos perfis de
sensibilidade dos isolados, obtidos tanto de fonte clinica como ambiental, podera elucidar as
possiveis vias de aquisicdo e transmissdo para posterior ado¢do de medidas de controle das

mesmas, além de monitorar a sensibilidade dos isolados.
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OBJETIVOS

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar a tipagem epidemiolodgica de isolados clinicos e ambientais de Candida spp,

assim como de outras espécies de leveduras, a partir de métodos fenotipicos e genotipicos.

3.2. Objetivos especificos

- Reconhecer as espécies responsaveis pela infec¢do de sangue e contaminagdo de
leitos.

- Determinar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados clinicos e
ambientais pela técnica microdilui¢do em caldo;

- Estabelecer a defini¢do das espécies C. albicans e C. dubliniensis através da técnica
de RFLP;

- Comparar o perfil genético com a resposta de suscetibilidade aos antifiingicos;

- Identificar relagdo clonal dos isolados.
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MATERIAL E METODOS

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecdo das amostras

Durante o periodo entre agosto de 2007 a outubro de 2009, com a aprovagdo pelo
Comité de Etica em Pesquisa, protocolo 2848-2007, os isolados clinicos e ambientais foram
obtidos de pacientes sob critério de internagao localizados tanto Hospital de Base, como no
Hospital Beneficéncia Portuguesa de Sdo José do Rio Preto, SP.

Entre os pacientes internados, a candidemia foi comprovada por hemocultura (Becton
Dickinson BACTEC 9240). Seguida da identificacdo micologica por métodos convencionais
de identificacdo bioquimica. Também foram considerados objetos de estudo, amostras do
leito, de tais pacientes com candidemia.

Para critério de sele¢do dos colchdes utilizou-se paciente com candidemia, sendo a
colheita de 5 quadrantes, realizada com swab umidecido em solucdo salina 0.85% esterilizada
(Anexo III). Mediante alta, obito ou transferéncia, este mesmo leito era reavaliado
microbiologicamente pela segunda vez, antes e apds a limpeza terminal.

A identificagdo micoldgica foi realizada no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (SP). A origem hospitalar dos isolados, tipo
de material analisado, data da colheita, unidade de onde foram obtidos, bem como a data de
internacgdo, estdo apresentados no apéndice I. Além disso, realizou-se uma revisdo dos
prontuarios de cada paciente, com o preenchimento de fichas cadastrais, apresentando dados
clinicos e pessoais, tais como, sexo, idade, data de internagdo, local de internacdo, data de

saida, diagnostico laboratorial, data da hemocultura e evolugdo do paciente.
4.2. Identificacio das leveduras
4.2.1 Caracteristicas macromorfologicas

As espécies foram identificadas e os critérios morfoldgicos e bioquimicos

estabelecidos de acordo com os aspectos macromorfoldgicos da colonia, tais como, textura
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(glabrosa seca, glabrosa tumida,glabrosa mucoéide), relevo (sem relevo, cerebriforme),
presenga ou ndo de pigmento e colorag@o. Importante ressaltar que o CHROMagar Candida®

(Anexo I) foi utilizado como meio primario de estudo.

4.2.2 Caracteristicas micromorfoldgicas

4.2.2.1 Teste de formacido do tubo germinativo

O teste de formagdo do tubo germinativo, andlise fisiologica ou funcional baseou-se
no protocolo descrito por Lacaz e cols (2002), cuja formacdo em tubo consistiu em uma
projecdo alongada, sem constricdo, que emerge da levedura, quando em contato com o soro
(1,0 ml). Apds o tempo considerado, intervalo de tempo de 2 horas, removeu-se, com auxilio
de uma pipeta Pasteur, uma gota da suspensdo e colocou-se entre ldmina-laminula para ser
examinada ao microscopio Optico, com objetivas de 10 a 40x. A formagdo de inicio de
filamentagdo (tubo germinativo) dentro deste periodo foi considerada como resultado positivo

e confirmou a identificagdo da espécie C. albicans.

4.2.2.2 Microcultivo em Corn-Meal com Tween 80

A técnica baseou-se no principio de que a incubacdo das leveduras em meio Tween 80
e sob baixa tensdo de oxigénio, estimulou a produ¢do de conidios e/ou pseudo-filamentagao.
Segundo Lacaz e cols (2002), ap6s o preparo do agar fubd com Tween 80 (Anexo I),
distribuido em laminas, a semeadura era realizada com alga de platina estéril, em 3 estrias
paralelas sobre o 4gar, de 4 a 4 cm de extensdo e equidistantes de 3 a 4 mm umas das outras.
As estrias foram recobertas na sua por¢do central, com laminula esterilizada de 20 mm?®.
Inseriu-se em cadmara timida e incubou-se a 30°C, durante 48 a 96 horas. No momento da
observacdo, a ldmina era removida e posicionada no microscdpio Optico. A drea estriada era

examinada, com as objetivas de 10x e 40x, visando detectar as estruturas micro morfologicas.

4.2.3 Provas fisioldogicas de identificacio das leveduras

A identificagdo das leveduras prosseguiu as provas de assimilagdo de fontes de

carbono e nitrogénio segundo descri¢do por Lacaz e cols (2002).
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4.2.3.1 Assimilacido de fontes de carbono

A assimilacdo de carbono referiu-se a habilidade que uma levedura tem de crescer
aerobicamente na presenca de determinado carboidrato fornecido como unica fonte de
carbono. Para assimilacdo em meio solido empregou-se dgar destituido de qualquer fonte de
carbono, adicionado da suspensdo da levedura e distribuido em placa. A positividade foi
avaliada pela observacdo do halo de crescimento preferencial da levedura na presenca dos
carboidratos: dextrose, galactose, trealose, xilose, lactose, sacarose, celebiose, inositol,
melibiose, rafinose, dulcitol e maltose. Assim, preparou-se uma suspensdo de levedura com
crescimento recente (24 a 48 horas) em 2 ml de 4gua destilada esterilizada, ajustando-se
posteriormente a turbidez de acordo com o padrio de niimero cinco da escala de McFarland.
O meio Yeast Nitrogen Base (Anexo 1) previamente preparado, de acordo com as normas do
fabricante, foi armazenado em tubos de 20 x 200 mm, contendo 20 ml e 10 ml do meio, a 4°C.
No momento do uso, os tubos foram submetidos a uma temperatura de 50°C em banho-maria.
Apos a estabilizacdo da temperatura, 1,5 ml da suspensdo da levedura foi adicionado a 30 ml
do meio e vertidos em placas de Petri esterilizadas, de 150 x 15 mm. Simultaneamente, suaves
movimentos de rotacdo da placa com indculo foram feitos com a finalidade de homogeneiza-
lo ao meio de cultura. Apds solidificar, a placa foi disposta sobre cartela-guia, onde os nomes
dos agucares foram distribuidos. Pequenas aliquotas dos carboidratos foram distribuidas
equidistantes sobre o 4gar, com auxilio de espétulas individuais esterilizadas. As placas foram
incubadas a 25-30°C, durante 24 a 48 horas e a leitura realizada apds 48 horas, sendo a
positividade observada através do surgimento de halo de crescimento, na area correspondente
a cada carboidrato. A dextrose foi utilizada como controle positivo para avaliar a viabilidade

do inoculo da levedura.

4.2.3.2 Assimilacido de fontes de nitrogénio

A assimilacdo do nitrogénio consiste na habilidade das leveduras em crescer
aerobicamente na presen¢a de um composto nitrogenado inorganico fornecido como unica
fonte de nitrogénio. Para assimilagdo de fontes nitrogenadas em meio solido empregou-se
agar destituido de qualquer fonte de nitrogénio, adicionado da suspensdo da levedura, e
distribuido em placa. Apds a solidificacdo, foram distribuidos em compostos nitrogenados
inorgénicos € um organico sobre o agar. Preparou-se uma suspensio recente da levedura (24 a

48 horas) em 1 ml de dgua destilada esterilizada, ajustando-se posteriormente a turbidez, de
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acordo com o padrdo niimero cinco da escala de McFarland. Para tal, o meio Yeast Carbon
Base (Anexo I) foi previamente preparado, de acordo com as normas do fabricante e
armazenado em tubos de 20 x 200 mm, contendo 20 ml do meio, a 4°C. No momento do uso,
os tubos foram submetidos a uma temperatura de 50°C em banho-maria. Apos a estabilizagio
da temperatura, 1 ml da suspensdo da levedura foi adicionado a 20 ml do meio e vertidos em
placa de Petri de 90 x 15 mm esterilizada. Simultaneamente foram realizados suaves
movimentos de rotacdo da placa, com a finalidade de homogeneizar o in6culo. Apods
solidificacdo do meio, a placa foi disposta sobre cartela-guia, onde pequenas aliquotas das
fontes de nitrogénio foram distribuidas equidistantes sobre o dgar, com auxilio de espatulas
individuais esterilizadas. As placas foram incubadas a 25-30°C, durante 24 a 48 horas a partir
de que a leitura positiva fosse feita por meio de um halo de turvagdo em torno das fontes

nitrogenadas.

4.2.4 Producio de ascosporo

Algumas espécies de leveduras formam ascos, que alojam esporos sexuados, as
ascosporas. A observacdo dessas estruturas ¢ importante para a identificacdo da levedura. Para
estimular a producdo de ascosporas ¢ necessario cultivar o isolado em meios especiais.
Objetivando-se distinguir leveduras ascosporadas, a levedura foi semeada em meio
Gorodkowa (Anexo I). Apos 7 dias, foi realizado esfregago em lamina, corado pela técnica de
Ziehl Nielsen (Anexo I), sendo a forma e o tamanho dos ascos observados em microscopio

com objetiva de 100 x (LACAZ et al., 2002).

4.3. Teste de sensibilidade aos antifungicos

Os micro-organismos isolados e identificados foram testados por microdiluicdo em
caldo, realizados de acordo com a padronizacdo publicada no documento M27-A2 pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002). Além dos isolados clinicos e
ambientais, foi incluido em cada ensaio, a levedura Candida kruzei ATCC 6258, como
referéncia padrdo. Para tal, utilizou-se meio liquido RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St

Louis, MO) (Anexo I) tamponado com &cido morfopropileno sulfonico (MOPS; Sigma) e



39

glicose 2% (modificagdo do documento M27-A2, com base no EUCAST, 2002) ajustando-se
o pH em 7,0 com &cido cloridrico.

As leveduras foram previamente subcultivadas em agar Sabouraud dextrose (Oxoid) e
incubadas por 24 horas a 35°C. A padronizagdo dos indculos foi realizada utilizando a escala
0,5 de MacFarland e ajustada em 90% de transmitancia em espectrofotometro (Biospectro),
em comprimento de onda de 530 nm. Os antifungicos utilizados, anfotericina B, cetoconazol,
fluconazol e itraconazol foram fornecidos sob a forma de pd, pela industria farmacéutica
Sigma, cujas concentrag¢des variaram de 0,125 a 64 pg/ml para o fluconazol e de 0,03 a 16
pg/ml para itraconazol, cetoconazol e anfotericina B. Foram utilizadas microplacas estéreis
com 96 pogos (cralplast) inoculando-se apenas um antifungico por placa, da menor para a
maior diluicdo. As dez concentracdes de cada antifingico preparadas foram colocadas em
sentido vertical na placa, nas colunas de 1 a 11. Cada coluna correspondeu a uma
concentracdo diferente. As colunas 1 e 12 foram utilizadas como controle, a 1 controle de
esterilidade e a 12, controle de crescimento. O indculo foi dispensado na quantidade de 100
ul, nas colunas de 2 a 12. As placas foram agitadas em agitador de Micro Placas MA 562 e
incubadas em estufa imida a 35°C por 24 horas.

Segundo o documento M27-A2 padronizado em 2002 pelo CLSI, os critérios de corte
para definicdo de sensivel, sensivel dose dependente e resisténcia, foram considerados

conforme a tabela 1.

Tabela 1 — Valores de ponto de corte sugeridos para interpretagdo de testes

de suscetibilidade de leveduras.

Suscetibilidade Antifingicos - CIMs (ng/ml)
Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Anfotericina B*
Sensivel <8 <0,125 <0,125 <1
SDD 16 e 32 0,25e0,5 0,25e0,5 _
Resistente > 64 >1 >1 >2

SDD - sensivel dose-dependente.
pg/ml — micrograma por mililitro
<—menor ou igual a
> — maior ou igual a
* Anfotericina B ndo possui pontos de corte pelo documento CLSI, 2002. Foi utilizado o critério de
suscetibilidade segundo estudo de Klein & Ribeiro, 2006.
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4.4. Analise da epidemiologia molecular

As amostras previamente identificadas por métodos fenotipicos, foram submetidas a
analise genética pelas técnicas que mostram polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo (Restriction Fragment Lenght Polimorphism-RFLP), polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (Randon Amplified Polymorphic DNA — RAPD) e eletroforese em
campo pulsatil (Pulsed-Field Gel Eletrophoresis - PFGE).

4.4.1. Extraciio do DNA gendmico para leveduras

Uma colonia de cada levedura isolada foi semeada em placa de agar Sabouraud
dextrose e incubada por até 96 horas a 30°C; para extracdo do DNA gendmico foi utilizado o
protocolo descrito por Bolano e cols (2001). Para este procedimento, todas as coldnias obtidas
foram transferidas para um tubo de microcentrifuga de 2 ml, contendo 500 pl de tampao de
lise TENTS (Anexo I). Seguiu-se a adi¢cdo de um volume relativo a 200 ul de pérolas de vidro
(2 mm de diametro), posteriormente foi adicionado 500 ul de fenol e 500 pl de cloroférmio,
respectivamente. Os tubos foram agitados em vortex por 2 minutos, para a obtencdo de uma
solucdo homogénea, e em seguida, centrifugados a 15.700 g por 15 minutos em temperatura
ambiente.

ApoOs essa etapa, a fase superior foi transferida para um novo tubo (2 ml) previamente
identificado, sendo adicionado 500 pl de etanol 100% gelado (-20°C). O DNA foi precipitado
a -20°C durante uma hora, com posterior centrifugacdo a 15.700g por 15 minutos
(temperatura ambiente). Apos descarte do sobrenadante, o sedimento foi suspenso em 500 pl
do tampao Tris-EDTA (TE) com RNAse A (Fermentas; 10 mg/ml) (Anexo I) e incubado a
37°C por 30 min. Adicionou-se novamente 500 pl de fenol e 500 pl de cloroféormio. Nova
centrifugacéo, a fase aquosa (superior) foi transferida para um novo tubo (1,5 ml) previamente
identificado. A fase aquosa foi adicionado 20 ul de NaCl (5M) (Anexo I), seguido por 500 pl
de etanol 100% gelado (-20°C). O DNA foi precipitado a -20°C por uma hora (ou
“overnight”). Seguiu-se ao processo de centrifugacdo, onde o sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado com 500 pl de etanol 70% (Anexo I) centrifugado por 15 minutos; apos a
remocdo do sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em 40 pl de tampao Tris-EDTA (TE)

(Anexo I).
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Com o objetivo de analisar a pureza do DNA, utilizou-se espectrofotdmetro com
comprimento de onda 260/280 nm (Biophotometer Eppendorf). A razdo entre as leituras
DO260/DOygy permitiu a estimativa da pureza do DNA, ideal entre 1,8 ¢ 2,0. Quando a razao
apresentou valor abaixo de 1,6 indicava grande quantidade de contaminantes e proteinas, e na

sua ocorréncia, a extracdo era realizada novamente.

4.4.1.1 RFLP

4.4.1.1.1 Sequéncias iniciadoras

Segundo Trost e cols (2004), a metodologia de RFLP, baseada na lise do DNA com
enzimas de restri¢do, foi adotada com o objetivo de estabelecer a definicdo das espécies C.
albicans e C. dubliniensis. Para tanto, os primers CD1 (SIGMA) (5’-GTC AAA CTT
GGT CAT TTA-3") e CD2 (SIGMA) (5’-TTC TTT TCC TCC GCT TAT TGA-
3’) foram utilizados para amplificar os fragmentos dos genes ribossomais

(Anexo I).

4.4.1.1.2 Reacdes de amplificacido

Para a reagdo de PCR, realizada num volume de 50 pl, foram adicionados 5,0 pul de
Tampao 10X-Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCl), 3,0 ul de MgCl, (50mM), 0,25
ul de NTP (10mM), 1,0 ul de cada primer (20 pmol/ul), 0,1 pl de Tag-DNA polymerase
(Fermentas; 5U/ul), 36,15 ul de agua DEPC (Gibco) e 5,0 ul de DNA (40 ng/ul). A reagdo de
PCR foi realizada no termociclador GeneAmp® PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA), segundo a programacao: ciclo inicial de 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos
de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e um ultimo de extensao

de 72°C por 10 minutos.

4.4.1.1.3 Eletroforese

Os produtos obtidos na reagdo de PCR foram visualizados na eletroforese em gel de
agarose (400 mA a 100 volts durante 1 hora) na concentracdo de 2,0% (Anexo I) em solugio
tampdo TBE 1,0X (Tris/Borato/EDTA) (Anexo I) com solugdo de 0,08 pul brometo de etidio
(Invitrogen; 10 mg/ml) (Anexo I) em 100 ml de dgua destilada.
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4.4.1.1.4 Digestao enzimatica

De acordo com o protocolo descrito por Trost e cols (2004), para realizar a digestao
enzimatica, foi utilizado 12 pl do produto da PCR, 2,0 pul do Tampao 1X NEBuffer 3 (100
mM NaCl, 50 mM Tris HCI, 10 mM MgCl2, ImM dithiothreitol, pH 7,9), 0,2 ul da enzima
Mwol (Bio Labs; 5U/ml) e 5,8 ul de 4gua DEPC (Gibco). A mistura foi incubada a 60°C por
2 horas.

Os fragmentos da digestdo foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a
2,0% utilizando o tampao TBE 1,0X com solugdo de 0,08 pl brometo de etidio (Invitrogen; 10
mg/ml) em 100 ml de 4gua destilada. Foram adicionados 10 pl dos produtos de PCR a 2 pl de
tampao Blue Juice e a eletroforese incidiu com os seguintes parametros: 400 mA a 100 volts
durante 1 hora. Utilizou-se o marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas). Para
visualizacdo das bandas se utilizou o software Kodak Gel Logic 2200 Imaging System

(Molecular Imaging Software).

4.4.1.2 RAPD

4.4.1.2.1 Sequéncias iniciadoras e reacdoes de amplificacio

A metodologia do RAPD foi adotada com o objetivo de reconhecer padrdes genéticos
entre as leveduras em estudo. Para isso foram utilizados 5 primers: B14 (SIGMA) - (5’ —
GAT CAA GTC C - 3”); CDU (Bio Neer) - (5 — GCG ATC CCC A - 3’); M2 (SIGMA ) - (8’
— CTT GAT TGC C - 3°); OPE-18 (SIGMA) - (5 — GGA CTG CAG A - 3’) e o primer 6
(SIGMA) - (5 = CCC GTC AGC A - 3°).

O primer B14, baseado no protocolo descrito por Mariano e cols (2003), foi utilizado
frente aos isolados de C. albicans, C. dubliniensis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis ¢ C.
parapsilosis. A reagdo de RAPD ocorreu num volume de 25 pl onde foram adicionados 40ng
do DNA genémico, 2,5 pl de Tampao 10X-Buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM KCI;
3,5 mM MgCl,), 4,0 pl de ANTP (1,25 mM), 0,4 uM de primer (50 pmol/ul), 0,5% (vol/vol)
de Tween 20 e 1 unidade de Tag-DNA polymerase (Fermentas; 5U/ul). As condi¢des de
amplificacdo, realizadas em termociclador GeneAmp® PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA), consistiram em desnaturacdo inicial de 94°C por 1 minuto seguido de 45
ciclos a 94°C por 1 minuto, 40°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos. No ultimo ciclo a

temperatura de 72°C foi mantida por um periodo de extensido de 10 minutos.
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Para o estudo dos isolados de C. glabrata assim como de C. guilliermondii, foi
utilizado o primer OPE-18 (BOLDO et al., 2003). Com adapta¢des, a reagdo de RAPD
ocorreu num volume de 25 pl onde foram adicionados 40ng do DNA genomico, 25 pl da
reacdo de RAPD contendo 2,5 pl de Tampao 10X-Buffer (100 mM Tris-HCL, pH 8,4; 500
mM KCI; 3,5 mM MgCl,), 4,0 ul de dNTP (1,25 mM), 0,4 uM de primer (50 pmol/ul), 0,5%
(vol/vol) de Tween 20, 1 U de Tag-DNA polymerase (Fermentas; 5U/ul). Com variacdo, o
protocolo descrito tanto para C. guilliermondii como para C. glabrata correspondeu a
desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos seguido de 38 ciclos a 94°C por 1 minuto, 36°C
por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, e com uma extensdo final de 72°C por 10 minutos.

Segundo o estudo realizado por Melo e cols (1998), o primer M2 foi utilizado para
genotipagem de C. fropicalis. A reacdo de RAPD ocorreu num volume de 25 pl onde foram
adicionados 40ng do DNA gendmico, 2,5 ul de Tampao 10X-Buffer (100 mM Tris-HCI, pH
8,4; 500 mM KCI; 3,5 mM MgCl,), 4,0 ul de dNTP (1,25 mM), 0,4 uM de primer (50
pmol/ul), 0,5% (vol/vol) de Tween 20, 1 unidade de Taq-DNA polymerase (Fermentas;
5U/ul. As condigdes de amplificacdo consistiram em desnaturagdo inicial de 94°C por 1
minuto seguido de 45 ciclos a 94°C por 1 minuto, 40°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos.
No ultimo ciclo a temperatura de 72°C foi mantida por um periodo de extensdo de 10 minutos.

Seguiu-se o protocolo de Pasqualotto e cols (2005), para o qual o primer CDU foi
utilizado para genotipagem de Pichia anomala. A reagdo de RAPD ocorreu num volume de
25 ul onde foram adicionados 40ng do DNA gendmico, 2,5 ul de Tampao 10X-Buffer (100
mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM KCI; 3,5 mM MgCl,), 5,0 ul de dNTP (1,25 mM), 0,4 uM de
primer (50 pmol/ul), 0,5% (vol/vol) de Tween 20, 1 unidade de Tag-DNA polymerase
(Fermentas; 5U/pul). A ciclagem inicial foi de 94°C por 5 minutos seguida de 45 ciclos a 94°C
por 1 minuto, 40°C por 1 minuto, 72°C por 2,5 minutos, € com uma extensdo final de 72°C
por 10 minutos.

Isolados de Trichosporon asahii, foram avaliados utilizando o primer 6, cuja
metodologia foi descrita por Silva e cols (2008). Devido a auséncia do protocolo de
amplificacdo no trabalho realizado por Silva e cols (2008), houve uma padronizagio da reacio
de RAPD, a qual ocorreu num volume de 25 pl com 40ng do DNA genomico, 2,5 ul de
Tampao 10X-Buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8.4; 500 mM KCI; 3,5 mM MgCl,), 4,0 ul de
dNTP (1,25 mM), 0,4 uM de primer (50 pmol/ul), 0,5% (vol/vol) de Tween 20, 1 unidade de
Taq-DNA polymerase (Fermentas; 5U/ul). A amplificagdo dos isolados de 7. asahii decorreu
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de uma desnaturagdo inicial de 95°C por 5 minutos seguida de 45 ciclos a 95°C por 1 minuto,

36°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, € com uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

4.4.1.2.2 Eletroforese

Foi utilizado gel de agarose (Ultra Pure Agarose, Invitrogen) na concentragcdo de
1,5%, em solu¢do tampao TBE 1X com solugdo de 0,8 ul de brometo de etidio (Invitrogen;
10mg/ml) em 100 pl de 4gua destilada. Foram adicionados 10 pl dos produtos de PCR a 2
ul de tampao Blue Juice e a eletroforese incidiu com os seguintes parametros: 400 mA a 100
volts durante 3 horas. Utilizou-se o marcador de peso molecular 1 kb (Fermentas) e o de 100
pb (Fermentas). Para visualizagdo das bandas se utilizou o aparelho Kodak Gel Logic

2200 Imaging System (Molecular Imaging Software).

4.4.1.2.3 Avaliacdo da similaridade dos padrdes de bandas

A andlise dos resultados gerados pelo método do RAPD foi realizada por dendrograma
utilizando o programa GEL COMPAR 1I versdo 4.5 Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk,
Bélgica) através de andlise de agrupamento, de acordo com a similaridade dos padroes de
bandas obtidos.

Os géis foram comparados entre si, apos o aporte de suas imagens pelo programa Gel
Compar II. Este programa corrige distor¢des, como padrdes de sorriso, detectados no gel
através da comparagdo com um padrdo universal e seleciona automaticamente as bandas
presentes no gel. Na constru¢do dos dendrogramas, niveis de similaridade entre os perfis
foram calculados utilizando o coeficiente de Dice e as andlises das matrizes de similaridade
foram realizadas utilizando o método aritmético para dados ndo pareados (UPGMA). A

tolerancia escolhida para comparar as bandas foi de 2% (Soll, 2000).

4.4.2 PFGE

4.4.2.1 Extracido do DNA cromossémico para leveduras

O preparo das células para extracdo do DNA cromossomico foi realizado segundo o
método preconizado por Lemes & Colombo (1998) com modificacdes. Assim, coldnias de
leveduras (10 a 20 UFC), isoladas a partir de culturas puras de 48 horas em agar Sabouraud

dextrose, foram inoculadas em 10 ml de caldo YPD (Yeast Peptone Dextrose) (Anexo I) e
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mantidas a 30°C sob agitacdo, “overnight”. Apds esse periodo, transferiu-se para tubos de
microcentrifuga e foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos (0.800 g). Apos descartar o
sobrenadante, as c€lulas foram ressuspensas com 500 pl de dgua milli Q e realizada nova
centrifugacdo; agora o sobrenadante foi desprezado e o tubo foi pesado. Este peso (final) foi
subtraido do peso inicial e a diferenga em mg, foi adicionada em pl a volume igual de 50 mM
EDTA (pH 8,0) (Anexo I). A suspensdo de células foi agitada e 150 pl transferidos para
outro tubo estéril. As células foram lavadas com 200 pl da solug¢do de EDTA (50 mM, pH
8,0), agitadas e centrifugadas novamente por dois minutos e o sobrenadante desprezado.
Foram adicionados ao sedimento 150 ul de EDTA (50 mM, pH 8,0), 80 ul de solug¢do de
“Lyticase” (SIGMA; 100 U/80 pl) (Anexo I) e incubado a 37°C, por 30 minutos. A suspensio
foram acrescentadas 560 pl de agarose Low melt (Bio-Rad) (Anexo I), na concentragdo de
1%, dissolvida em EDTA (0,5 M, pH 7,5), dispensando em moldes de acrilico (Bio-Rad) para
a preparacao dos pequenos blocos de gel de agarose. O conjunto foi mantido em refrigeracgao,
a 4°C por periodo minimo de 60 minutos. Apds essa etapa, os blocos foram imersos em
proteinase K, na concentragdo de 1 mg/ml em solucdo tampao (Anexo I) e incubados a
temperatura de 50°C “overnight”. A proteinase K foi entdo retirada, e seguiram cinco
lavagens com solucdo de EDTA (50 mM, pH 8,0). A cada lavagem a placa era levada ao
mixer por 30 minutos, & temperatura ambiente. Ao final, adicionou-se nova solu¢do de EDTA

(50 mM, pH 8,0) e o conjunto foi mantido a 4°C por até 6 meses.

4.4.2.2 Condicoes eletroforéticas

O gel de agarose para a cariotipagem (Bio-Rad Laboratories) foi usado na
concentracdo de 1,0% (Anexo I) em solugdo tampdo TBE 0,5X (Anexo I). Os blocos de
agarose, contendo o DNA cromossomico, foram colocados na base dos dentes do pente e
envolvidos pela agarose liquefeita, a temperatura de 45 a 50°C.

O aparelho CHEF DRII foi utilizado e a programagio seguiu com tempo inicial de
120 segundos e o final de 480, com um tempo de corrida equivalente a 25 horas. A
temperatura do tampdo TBE 0,5X concentrado foi mantida em 14°C com voltagem de 4,5
volts/cm e o angulo de 120°.

Ao término da corrida, o gel foi corado com solu¢do de brometo de etidio, em dgua

destilada com uma concentragdo final de 1,0 pg/ml (Anexo I), durante 15 minutos, descorado
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em agua destilada, visualizado sob luz UV e fotografado no aparelho Kodak Gel Logic 2200

Imaging System (Molecular Imaging Software).

4.4.2.3 Avaliacao da similaridade dos padrdes de bandas

Os padrdes genéticos obtidos apds cariotipagem foram analisados por dendrograma
utilizando o programa GEL COMPAR 1I versdo 4.5 Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk,
Bélgica) de onde os niveis de similaridade foram calculados utilizando o coeficiente de Dice e
as analises das matrizes de similaridade foram construidas utilizando o método aritmético
para dados ndo pareados (UPGMA). A tolerancia escolhida para comparar as bandas foi de

2% (Soll, 2000).
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RESULTADOS

5. RESULTADOS

5.1. Identificacio das amostras

Foram analisados 119 episddios de candidemia ocorridos em 98 pacientes internados
nas duas Institui¢des em estudo, no periodo entre agosto de 2007 a outubro de 2009.

Na Tabela 2 observa-se a distribui¢do dos casos de candidemia de acordo com a faixa
etaria do paciente, os quais foram frequentes em pacientes com idade inferior a 1 ano e
superior a 60 anos. De 26 casos observados na populacdo pediatrica, cerca de 98% das
criangas tinham idade até 4 anos (H1 ¢ H2).

Com relagdo ao género, a distribuicdo foi correspondente para ambas Instituicdes de
origem, H1 e H2; 48% e 51% corresponderam aos percentuais do género feminino e
masculino, respectivamente. A evolugdo dos pacientes com candidemia correlacionada as
espécies fungicas estdo apresentadas na Tabela 3.

Considerando-se o periodo de internagdo (grupo geral), observou-se uma média de 35
dias. No entanto, 12 pacientes foram internados em func¢do da infeccdo (H1 e H2).

A frequéncia de obitos observada nesta investigac¢do foi de 61%. Conforme observado
na Tabela 3, houve predominéncia, com rela¢do ao grupo de dbitos dos adultos em relagdo as
criangas (68% e 39%, respectivamente), e frente a unidade de internagdo, UTIs e enfermarias
(68% e 26%, respectivamente). Separado por espécie fungica, em 35 ocorréncias de

candidemia por C. albicans, observou-se dbito em 23 pacientes.
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Tabela 2 — Distribui¢do dos casos de candidemia por faixa etdria no Hospital

1 e no Hospital 2, agosto/2007—novembro/2009.

Idade H1 H2
(anos) N % N %
<1 0 0 18 24
la4 1 4 6 8
5a9 0 0 1 1,5
10a 14 0 0 0 0
15a19 0 0 3 4
20a29 0 0 1 1,5
30a39 2 9 7 9
40 a 49 1 4,5 7 9
50a59 4 17,5 9 12
60 a 64 3 13 6 8
>65 12 52 17 23
Total 23 100 75 100

HI1: Hospital 1
H2: Hospital 2
N: Numero

%: Porcentagem
<: Menor

>: Maior
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Tabela 3 — Evolugdo dos 98 pacientes com candidemia e distribuicdo

microbiana (Hospital 1 e Hospital 2), agosto/2007—-novembro/2009.

Caracteristicas Obitos Sobreviventes Total
HI (%) H2(%) HI1 (%) H2(%) HI1 (%) H2 (%)

Género

Feminino 3(13) 2331) 8(@35 15(20) 11(48) 38(51)
Masculino 730) 2635 5(22) 11(14) 12(52) 37(49)
Total 10(43) 49(66) 13(57) 26(34) 23(100) 75 (100)
Idade

Crianga (<14) 0) 11(14,5 3(13) 14185 3(13) 25(33)
Adulto 10 (43,5) 38(51) 10(43,5) 12(16) 20(87) 50(67)
Total 10 (43,5) 49 (65,5) 13 (56,5) 26 (34,5) 23 (100) 75 (100)
Espécies

C. albicans 726) 16(17) 519 7(71,5 12(46) 23(25)
C. dubliniensis 0(0) 1(1) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(1)
C. glabrata 0(0) 0(0) 1(4) 1 (1) 1(4) 1 (1)
C. metapsilosis 0(0) 1 (1) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(1)
C. orthopsilosis 2(8) 505 0 (0) 2(2) 2 (8) 7(7)
C. parapsilosis 2(8) 15(6) 5(19) 11(12) 7@27) 26(298)
C. tropicalis 2(8) 16 (17) 2(8) 7(7,5) 415 23(25)
P. anomala 0(0) 44 0 (0) 8(9) 0 (0) 12 (12)
Total 13(50) 57(61) 13(50) 36(39) 26(100) 93 (100)
<: Menor ou igual a UTI Neo.: Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal

C: Candida UTI Ped.: Unidade de Tratamento Intensivo Pediatrica

P: Pichia
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5.2. Distribuicio das candidemias

Os indices gerais de correlagdo de candidemia com as espécies flngicas,
considerando-se as respectivas areas de internacdo, estdo apresentados nas Tabelas 4A e B.

Amostras seriadas foram identificadas em 12 pacientes (seis obitos), com isolamento
de 33 leveduras. Dentre esses pacientes, o multiplo episédio de fungemia foi detectado para
um unico dia, até quatro meses, cujas espécies corresponderam a: C. parapsilosis (6), P.
anomala (4), C. orthopsilosis (2) de ocorréncia no Hospital 2 e C. albicans (1), no Hospital 1.
De um unico caso, foram encontradas duas espécies responsaveis pela infec¢do sisté€mica,
isoladas em periodos distintos: de 14/03/2009 a 08/10/2009, com C. parapsilosis (N=5) e P.
anomala (N=3), respectivamente; sendo que, o primeiro episddio, ocorreu apdés um més da
internagdo (UTI Neonatal), com re-isolamento para a mesma espécie fungica em outros 4
episodios. Apds sua transferéncia para UTI Pediatrica foi observada uma mudanga na
etiologia, para P. anomala, reconhecendo-se que o tempo de permanéncia nesta unidade foi
de 30 dias.

A distribuicdo geografica dos isolados no Hespital 1, mostrou que C. albicans foi
prevalente nas UTIs Gerais, C. parapsilosis e C. tropicalis nas enfermarias (Tabela 4A). Ja no
Hospital 2, a distribuicdo geografica foi incidente para UTIs Gerais, com C. albicans e C.

tropicalis e UTI Neonatal para C. parapsilosis (Tabela 4B).
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Tabela 4A — Distribuicdo das espécies isoladas de hemoculturas nas unidades hospitalares

(Hospital 1).

Espécies Enfermarias UTIs UTI Total
Gerais Ped.
n % n % n % n %
C. albicans 4 16 8 30 0 0 12 46
C. glabrata 1 0 0 0 0 1 4
C. orthopsilosis 1 1 4 0 0 2
C. parapsilosis 5 19 1 4 1 4 7 27
C. tropicalis 3 11 1 4 0 0 4 15
Total 14 54 11 42 1 4 26 100
C. = Candida

UTI = Unidade de Tratamento Intensivo
UTI Ped. = Unidade de Tratamento Intensivo Pediatrica

Tabela 4B — Distribuicdo das espécies isoladas de hemoculturas nas unidades hospitalares

(Hospital 2).
UTIs UTI UTI
Espécies Enfermarias Total
Gerais Neo Ped.
n % n % n % n % n %
C. albicans 3 3 16 17 0 0 4 4,5 23 25
C. dubliniensis 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1
C. glabrata 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1
C. metapsilosis 0 0 2 2 0 0 0 0 2 2
C. orthopsilosis 2 2 5 5 0 0 0 0 7 7
C. parapsilosis 1 1 2 2 16 17 5 5 24 26
C. tropicalis 2 2 18 19 0 0 3 3 23 25
P. anomala 0 0 0 0 1 1 11 12 12 13
Total 8 8 45 49 17 18 23 25 93 100
C. = Candida UTI Neo. = Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal
P. = Pichia UTI Ped. = Unidade de Tratamento Intensivo Pediatrica

UTI = Unidade de Tratamento Intensivo
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5.3. Leveduras isoladas do leito hospitalar

Dos leitos hospitalares, 198 amostras foram coletadas, distribuidas antes (99) e apds
(99) a limpeza terminal dos mesmos. Para cada caso confirmado de candidemia, o leito era
avaliado microbiologicamente, sendo que mediante alta, obito ou transferéncia, este mesmo
leito era reavaliado, antes e apds a limpeza terminal. De um paciente com candidemia, foram
realizadas duas investigacdes, considerando-se a transferéncia de ambiente hospitalar e a
detec¢do de duas espécies distintas nos episddios de candidemia.

A analise geral revelou que apenas 43 amostras (22%) foram positivas para leveduras,
sendo 15 e 28 encontradas nos hospitais 1 e 2, respectivamente.

Considerando o Hospital 1, 11 casos (73%) foram recuperados nas enfermarias, 3
casos (20%) das UTIs Gerais e 1 (7%) da UTI Pediatrica. A tabela 5A apresenta percentuais
de ambientes positivos € negativos por areas hospitalares. Avaliando-se a distribuicdo das
espécies fungicas do género Candida, foi possivel detectar 12 C. parapsilosis, 2 C.
guilliermondii e 1 C. glabrata cuja ocorréncia em areas intra hospitalares estd apresentada na
tabela 5B.

Diferentemente, no Hospital 2, 16 (57%) foram recuperadas das amostras das UTIs
Gerais, 5 (18%) da UTI Pediatrica, 4 (14%) da UTI Neonatal ¢ 3 (11%) nas enfermarias
(Tabela 6A). Aqui, foram identificadas cinco espécies: 12 T. asahii, 7 C. parapsilosis, 4 C.

albicans, 3 C. tropicalis, 1 C. guilliermondii e 1 C. metapsilosis, tabela 6B.
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Tabela SA — Distribui¢@o de ocorréncia de leveduras nos leitos e unidades hospitalares (H1).

Unidades Positivo Negativo Total
NAL NDL NAL NDL NAL NDL
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Enfermarias 7 4 6 9 13 13
(28) (16) (24) (36) (52) (52)
UTIs Gerais 2 1 9 10 11 11
®) 4 (36) (40) (44) (44)
UTI Ped. 1 0 0 1 1 1
4) (0) (0) 4) (4) 4
Total 10 5 15 20 25 25
(%) (40) 20) (60) 80) (100) (100)

NAL = Numero de casos antes da limpeza do leito
NDL = Numero de casos depois da limpeza do leito
UTI = Unidade de Tratamento Intensivo

UTTI Ped. = Unidade de Tratamento Intensivo Pediatrica

Tabela SB — Distribuicdo das espécies de leveduras isoladas de leito nas unidades

hospitalares (H1).

Espécies Enfermarias UTIs Gerais UTI Ped. Total

NAL NDL NAL NDL NAL NDL NAL NDL
) ) ) ) ) ) ) ()

C. glabrata 1 0 0 0 0 0 1 0
(12,5)  (0) (©) (0) (0) © a5 (0
C.guilliermondii 0 2 0 0 0 0 0 2
(0) (28) 0) (©0) (0) (0) (0) (29)
C. parapsilosis 4 4 2 1 1 0 7 5
(50) (57) (25) (14) (12,5) (0) (87,5) (71)
Total 5 6 2 1 1 0 8 7
(o) (62,5 @) (25 14 125 ()  (100) (100
C. = Candida

NAL = Numero de casos antes da limpeza do leito
NDL = Numero de casos depois da limpeza do leito
UTI = Unidade de Tratamento Intensivo

UTI Ped. = Unidade de Tratamento Intensivo Pediatrica
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Tabela 6A — Distribui¢do de ocorréncia de leveduras nos leitos e unidades hospitalares (H2).

Unidades Positivo Negativo Total
NAL NDL NAL NDL NAL NDL
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Enfermarias 2 1 5 6 7 7
25 @15 (75 ®) 9.5 95
UTlIs Gerais 11 5 30 36 41 41
(15) (6,5 (40,5  (49) (55,5 (55)9)
UTI Neo. 4 0 5 9 9 9
(3,5 © 65 12 12 (12
UTI Ped. 2 3 15 14 17 17
(2,5) (4) 200 (19  (23)  (23)
Total 19 9 55 65 74 74
(%) 255 @12 (@745 (89 (100) (100)

NAL = Numero de casos antes da limpeza do leito
NDL = Numero de casos depois da limpeza do leito
UTI = Unidade de Tratamento Intensivo

UTI Neo. = Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal
UTI Ped. = Unidade de Tratamento Intensivo Pediatrica
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5.4. Correlacio entre as leveduras isoladas de hemocultura e leito

O namero total de leveduras a partir de hemocultura (26) e leito (oito antes e sete
depois da limpeza) identificadas no Hospital 1 distribuiram-se como: 25 nas
enfermarias, 14 nas UTIs Gerais e 2 na UTI Pediatrica. No Hospital 2, o nimero de
leveduras a partir de hemocultura foi 93 e dos leitos, 19 antes da limpeza e 9, depois,
totalizando 121 isolados assim distribuidos: 61 UTIs Gerais, 28 UTI Pediatrica, 21 UTI
Neonatal e 11 nas enfermarias.

A tabela 7A salienta a correlacdo existente entre paciente e leito do Hospital 1,
tanto antes como depois da limpeza terminal frente as diferentes espécies fungicas. C.
parapsilosis caracterizou-se como evento unico, em que o isolamento se deu tanto de
hemocultura, como do leito correspondente.

Ja a tabela 7B salienta os mesmos parametros para o Hospital 2. Diferentemente
do H1, a simultanea ocorréncia se deveu as espécies C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis, distribuidas, a excecdo da UTI pediatrica, em todas as areas hospitalares.

P. anomala ocorreu apenas nos isolados clinicos do Hespital 2, bem como 7.

asahii apenas no leito; ja C. guilliermondii, nos isolados ambientais do Hospital 1.
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Tabela 7A — Distribuicdo das espécies de leveduras isoladas em pacientes e nos leitos

do Hospital 1.

Espécies Enfermarias UTIs Gerais UTI Ped. Total
(n =25) (n=14) (n=2) (n=41)

Pac. AL DL Pac. AL DL Pac. AL DL

C. albicans 4 0 0 8 0 0 0 0 0 12
C. glabrata 1 1 0 0 0 0 0 0 0 2
C. guilliermondii 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2
C. orthopsilosis 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2
C. parapsilosis 5 4 4 1 2 1 1 1 0 19
C. tropicalis 3 0 0 1 0 0 0 0 0 4
Total 14 5 6 11 2 1 1 1 0 41
AL = Antes da Limpeza DL = Depois da Limpeza UTI = Unidade de Tratamento Intensivo

C.= Candida Pac. = Paciente UTI Ped. = Unidade de Tratamento Intensivo Pediatrica
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5.5. Analise Genética

5.5.1 Perfil do “PCR-RFLP” para distin¢do entre Candida albicans e

Candida dubliniensis.

As amostras clinicas e ambientais obtidas no presente estudo, qualificadas como
C. albicans (40), foram submetidas ao PCR-RFLP revelando apenas um isolado de C.
dubliniensis. Caracteristicamente, o perfil genético de C. albicans apresentou bandas de
amplificacdo com massas moleculares de 141 a 261 pares de base, conforme
demonstrado na Figura 1, canaletas 3-7. J&, com relag@o a C. dubliniensis, os padrdes de
amplificacdo foram obtidos diante da presenga de bandas de 264 e 325 pares de base,

canaleta 2 (Figura 1).

325 pb

- 261 pb
—_— <
264 pb 141 pb

<+—

Figura 1 - Gel de agarose exibindo padrdes genéticos de isolados de C. albicans e C. dubliniensis por
PCR-RFLP. Colunas: C1, padrdo de peso molecular (100 pb); C2 a C7 isolados de hemoculturas de
ambas instituigdes.

5.5.2 Perfil das leveduras submetidas ao “RAPD?”

Todas os isolados clinicos e ambientais foram submetidos a analise molecular
por RAPD, a exce¢do de trés (18-AL, 84-hl e 97-hl) que ndo foram
tipados.
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5.5.2.1 Candida albicans

A similaridade genotipica entre as amostras levou a formagdo de cinco grupos
clonais independentes.

Considerando-se o Hospital 2, foi observada identidade genética total entre os
isolados clinicos 61-h1 UTI Geral do 7° andar e 62-h1 UTI Emergéncia, assim como
entre os isolados 65-h1 UTI Geral do 7° andar e 58-h1 UTI Emergéncia, agrupados num
unico cluster. A formagdo de identidade completa foi detectada entre os isolados
clinicos 90-h1 UTI Geral do 7° andar e 96-h1 UTI Geral do 5° andar.

Para duas ocorréncias foi possivel mostrar C. albicans na hemocultura e leito.
No entanto, pos RAPD foi observada correlagdo genética em torno de 90% apenas para
um caso, paciente 49, cuja internagdo ocorreu na Enfermaria do 4° andar do Hospital 2.
Ja a relacdo de identidade observada entre os isolados clinicos e ambientais obtidos de
pacientes distintos, foi observada na UTI Geral do 7° andar (88-h1 e 90-DL).

Os demais isolados apresentaram-se distribuidos aleatoriamente, sem nenhuma

formag@o clonal especifica.

1000 pb
—>

500 pb
—>

100 pb

—>

Figura 2 — Gel de agarose exibindo padrdes genéticos de isolados de C. albicans p6s RAPD.
* hl: Primeiro episddio de candidemia.
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Figura 3 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer B14 para as 36 cepas
de C. albicans. O célculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).

5.5.2.2 Candida glabrata

A figura 4 ilustra o perfil genético de isolados clinicos e ambientais de C.

glabrata. Os padrdes idénticos observados nas colunas 3 e 5, pertenceram a cepas

originarias de hospitais distintos, portanto, sem nenhuma relagdo epidemioldgica

especifica.
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4000 pb

1000 pb

250 pb

Figura 4 — Gel de agarose exibindo padrdes genéticos de isolados de C. glabrata pés RAPD.* hl:
Primeiro episdédio de candidemia.

Dice (Opt:2.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H=0.0% S=0.0%) [0.0%-100.0%]
C. glabrata

o w o v o w o w o i Olsolado Material  Unidade Origem  MIC MIC MIC MIC
wn wn w w [ [ w [1a] (0] ()] —
INTE RNRNE PR AN FRETE FERN] ANR S NNl FARTS FAwns N | Dataisolam. internacio hospitalar Fluco Ifra Ceto Anfo

5hl Hemo 20/2/8  Enf2 Hl 64.0 40 80 0125

Controle externo

| 2AL  Leito AL 7/8/8  Enfl H1 640 40 0125 0125

| 51hl Hemo 29/6/8 UTI Geral6a H2 20 05 40 0325

C. glabrata ATCC 2001

Figura 5 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer OPE-18 para as trés
cepas de C. glabrata. O célculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).

5.5.2.3 Candida guilliermondii
A figura 4 ilustra o perfil genético de isolados ambientais (3) de C. guilliermondi

(H1 e H2). Salienta-se a ocorréncia de 2 deles num mesmo ambiente hospitalar



63

(Enfermaria), detectados apenas apds a limpeza terminal do leito; o terceiro, encontrado

na UTI Pediatrica, antes da limpeza.

4000 pb

1000 pb

250 pb

Figura 6 — Gel de agarose exibindo padrdes genéticos de isolados de C. guilliermondii pés RAPD
(H1).

Dice (Opt2.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H=0.0% 5=0.0%) [0.0%-100.0%]
RAPD C. guilliermondii

olsolado  Material  Umidade Origem MIC MIC MIC MIC

TR 0B8R 2BEBS S 2 Dataisolam. internacio hospitalar Flico Itra  Ceto  Anfo

—— 1AL LeitoALI&/19  UTP H2 025 006 003 003

L DL LeitoDL78%8  Enfl Hl 160 10 40 0123

53DL LeitoDL1759  Enf2 Hl 03 05 003 003

Controle extzmo

Figura 7— Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer OPE-18 para as trés
cepas de C. guilliermondii. O célculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice
(UPGMA).
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5.5.2.4 Candida metapsilosis, Candida orthopsilosis e Candida
parapsilosis

Através da técnica de RAPD foi possivel obter a classificagdo das amostras em
C. metapsilosis (tr€s), C. orthopsilosis (nove) e C. parapsilosis (47), de acordo com o
padrdo de amplificacdo das respectivas ATCCs, C. metapsilosis ATCC 96143, C.
orthopsilosis ATCC 96141, C. parapsilosis ATCC 22019. O perfil eletroforético de
isolados oriundos dos dois hospitais € apresentado na figura 8, de onde se nota ampla
similaridade genética para maioria deles. A identidade genética de C. parapsilosis
esteve presente nas amostras seriadas de dois pacientes (16 e 46) locados na UTI
Neonatal. Ainda, observou-se identidade genética total entre amostras seriadas de C.
orthopsilosis, obtidas do paciente 74, localizado na UTI Geral do 5° andar.

Entre isolados clinicos de pacientes distintos, a relagdo clonal esteve presente
nos isolados: 45-h1/46-h1/57-h1 UTI Neonatal, 13-h1/18-h1 UTI Pediatrica e
Enfermaria do 6° andar, 22-h1/35-h1 UTI Neonatal e UTI Pediatrica, 35-h2/56-h1 UTI
Pediatrica, todos referentes ao Hospital 2.

Relagdo clonal entre isolados clinicos e ambientais foi detectada em trés
pacientes: Hospital 1, um caso (7-hl/ 7-DL Enfermaria); Hospital 2, um caso (13-
h1/14-AL UTP e UTI Emergéncia).

Comparando-se os isolados dos leitos, observou-se total relagdo genética no
Hospital 1 entre: 63-AL/63-DL Enfermaria e 7-DL/8-DL Enfermaria 1 e UTI Geral do

terceiro andar. Para Hospital 2, nenhuma relacdo clonal esteve presente.
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4000 pb

1000 pb

250 pb

Figura 8 — Gel de agarose exibindo padrdes genéticos de C. orthopsilosis e C. parapsilosis pés RAPD
(H2). * hl: Primeiro episédio de candidemia.**h2: Segundo episddio de candidemia.***h3: Terceiro
episodio de candidemia.****h4: Quarto episodio de candidemia.*****h5: Quinto episdédio de
candidemia.
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Figura 9 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer B14 para as 59 cepas
de C. parapsilosis. O célculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).
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5.5.2.5 Candida tropicalis

A similaridade genotipica entre as amostras, observada na figura 10, levou a
formacdo de trés grupos clonais principais. Formagdo clonal de isolados clinicos com
100% de similaridade foi observada para, Hospital 1: 23-hl e 53-h1 Enfermaria;
Hospital 2: 37-h1 e 71-h1 UTI Geral 7° andar, 20-h1 e 52-h1 UTI Emergéncia, 9-hl
(UTT Geral 5° andar), 36-h1 e 72-h1 UTI Geral 7° andar.

A andlise comparada entre os isolados clinicos e ambientais do Hospital 2
revelou a preseng¢a de similaridade superior a 90% para as amostras 20-h1/20-AL,

ambas obtidas de um paciente internado na UTI da Emergéncia.

1000 pb

500 pb

100 pb

Figura 10 — Gel de agarose exibindo padrdes genéticos de C. tropicalis péos RAPD (H2).* hl:
Primeiro episodio de candidemia.
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Figura 11 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer M2 para as 30 cepas
de C. tropicalis. O célculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).

5.5.2.6 Pichia anomala

A figura 12 apresenta isolados clinicos de P. anomala, detectados no Hospital 2.

A similaridade genotipica entre as amostras levou a formag¢do de um grupo clonal

revelado por trés isolados obtidos de pacientes distintos localizados na UTI Pediatrica

(73-h2, 92-h2 e 93-hl. Os demais isolados apresentaram-se distribuidos aleatoriamente,

sem nenhuma formagao clonal especifica.
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Figura 12 — Gel de agarose exibindo padrdes genéticos de P. anomala pés RAPD (H2). * hl: Primeiro

episédio de candidemia.**h2: Segundo episdédio de

Dice (Opt:2.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H=0.0% 5>0.0%) [0.0%-100.0%]
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Figura 13 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer CDU para as 12

cepas de P. anomala. O calculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).



70

5.5.2.7 Trichosporon asahii

A figura 14 apresenta os isolados ambientais, de 7. asahii encontrados no
Hospital 2. A similaridade genotipica entre as amostra levou a forma¢do de um grupo
clonal representado por trés isolados ambientais obtidos em localidades geograficas

distintas (15-AL UTI Emergéncia, 91-AL UTI Geral 7° andar e 98-AL UTI Pediétrica).

4000 pb

!

1000 pb

!

250 pb

Figura 14 — Gel de agarose exibindo padrdes genéticos de isolados de 7. asahii péos RAPD (H2).
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Dice (0pt:2.00%) (Tol L.0%-L0%) (H-0.0%5:0.0% [0.0%-100.0%]
RAPD T. asahii

Isolado  Material  Unidade Origem MIC MIC MIC MIC
SuRNARROREBEeEgy oy s Dataisolam. internacio hospitalar Fluco Itra Ceto Anfo

TIDL  Leito DL 24109 UTI 7a H 05 006 003 003
_|: §2DL Leto DL 3089  UTP H2 025 006 003 003
IIDL Leto DL 1656  UTP H2 40 025 006 0125
TIAL Leto AL24109 UTl 7a H2 20 02 025 0m
01AL Leto AL23100 UIlTh H2 025 0125 003 0.0
9SAL Leto AL13/119 UTP H2 025 0125 003 003
15AL  Leito AL 2108 UTIEMER H2 40 025 003 0125
02AL Leito AL 369  UIIEMER H2 05 025 006 006
12DL  Leito DL 31127  Enf§ H2 025 0125 006 0123

9AL Leto AL 1987  UIS H2 05 02 10 006
_|: 13Dl Leto DL 11108 UTP H2 0.5 006 0125 10
Controle externo
9DL Leto DL 1987  UT3 H2 05 025 20 006

Figura 15 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer 6 para as 12 cepas
de T. asahii. O calculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).

5.5.3 Perfil da Cariotipagem em Campo Pulsatil (PFGE)

Todas as leveduras (N=99) que apresentaram semelhan¢a genética por RAPD

foram submetidas a PFGE.

5.5.3.1 Candida albicans

A cariotipagem eletroforética de C. albicans, demonstrada na figura 16, revelou
padrdes genéticos constituidos por cinco a sete fragmentos cromossdmicos, que
variaram de 750 kb a 1600 kb. O tamanho dos fragmentos foi determinado por
comparacdo com a mobilidade dos fragmentos do marcador S. cerevisiae.

Apds comparacio dos padrdes de cariotipagem, houve uma discrepancia quanto
aos isolados considerados clonais pelo RAPD, e vice-versa. A figura 17 apresenta a

origem hospitalar, assim como a unidade de internagao de tais isolados clonais.
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Figura 16 - Cariotipagem eletroforética de C. albicans: caridtipos isolados de
sangue e leito de pacientes (H1 e H2). Marcador de peso molecular S. cerevisiae
(2.200 pb). * hl: Primeiro episodio de candidemia.
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Chow (Cpt200%) (Tol LP-LOG) (Hel0% SeQ0W) [10%-10L0%)
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Figura 17 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados por cariotipagem para as 27 cepas
de C. albicans. O calculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).
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5.5.3.2 Candida metapsilosis, C. orthopsilosis e C. parapsilosis

Trinta e cinco cepas classificadas como C. parapsilosis, provenientes das duas
Instituigdes, assim como nove C. orthopsilosis, foram submetidas a cariotipagem
eletroforética. O niimero de cromossomos obtidos para as duas espécies variou entre 6 a
9, compreendidos entre 750 kb a 1600 kb (Figura 18). As amostras de C. orthopsilosis
idénticas pelo RAPD, diferiram pelo PFGE. A Figura 19 apresenta a origem local dos
isolados clinicos obtidos do Hospital 2. Considerando-se C. parapsilosis de ambas
Intituigdes, somente quatro confirmaram a identidade genética revelada previamente

pelo RAPD (Figura 20).

Figura 18 — Cariotipagem eletroforética de C. parapsilosis: caridtipos isolados de
sangue (H2). Marcador de peso molecular S. cerevisiae (2.200 pb). * hl: Primeiro
episédio de candidemia.**h2: Segundo episddio de candidemia.***h3: Terceiro episddio de
candidemia.****h4: Quarto episddio de candidemia.*****h5: Quinto episddio de candidemia.
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Dice (Opt:2.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H=0.0% S=0.0%) [0.0%-100.0%]
PEGE C. metapsilosise C. orthepsilosis

= Isolado Material/ Unidade Origem MIC MIC MIC MIC

f\q??ﬁ??:ﬁ?:ﬂ‘%ﬁ??? Data isolam. internacdo hospitalar  Fluco  TItra Ceto Anfo
74h4  Hemo24/08/09 UTIGeral 5 H2 1.0 0.3 0.06 0.03

74h2  Hemo 06/0800% UTIGeral 5 H2 2.0 0.3 0.06  0.125

33h1  Hemo 24/06/08 Enfl H1 16.0 025 006 0.125

48h1 Hemo 26/03/0% UTIGeral 7b H2 1.0 025 0125 0.125

— 74h3 Hemo 06/08/09  UTIGeral 5 H2 2.0 0.5 0.06 0.125
7502 Hemo17/07/09 Enf2 H2 1.0 05 006 006

74h1 Hemo 20/07/09  UTI Geral 3 H2 025 0125 0.06 0.03

Controle externo
| 95h1 Hemo 14/10/09  UTIGeralTo  H2 1.0 0.125 003  0.03
! 55 h2 Hemo 16/10/05  UTIGeral 7o H2 2.0 0.125 006  0.03

Figura 19 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados por cariotipagem para as 2 cepas
de C. metapsilosis e 7 cepas de C. orthopsilosis. O célculo de similaridade foi realizado utilizando o
coeficiente de Dice (UPGMA).
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Figura 20 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados por cariotipagem para as 35 cepas
de C. parapsilosis. O calculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).



76

5.5.3.3 Candida tropicalis

A cariotipagem eletroforética permitiu observar apenas trés genotipos para 20 C.
tropicalis, considerando-se duas origens, leito e hemocultura. Novamente, para seis
isolados (20h1/52h1, 37h1/54h1 e 36h1/72h1), foi possivel confirmar a identidade
genética descrita previamente pelo RAPD. Tais isolados clonais, com as

correspondentes areas geograficas de ocorréncia, estdo apresentados na figura 22.

37h1*UTI Geral 7b H2
39h1*UTI EMER H2
52h1*UTI EMER H2
54h1* UTI Geral 7a H2
Oh1*UTI Geral 5 H2
19h1* UTI Geral 3 H1
38h1* UTI Geral 7a H1

23h1*Enf2 HI1
44h1*UTP H2
53h1*Enf2 H1

Marcador

~ 1600 pb

-—

825 pb

Figura 21 - Cariotipagem eletroforética de C. fropicalis: cariotipos isolados de
sangue e leito dos hospitais analisados. Marcador de peso molecular S. cerevisiae
(2.200 pb). *hl: Primeiro episodio de candidemia.
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Figura 22 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados por cariotipagem para as 20 cepas

de C. tropicalis. O calculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).

5.5.3.4 Pichia anomala

Foram observados de seis a oito fragmentos cromossdmicos que variaram de 825

kb a 1600 kb, conforme observado na figura 23.

Dos trés cariotipos distintos, somente duas amostras (73h2 e 92h2) confirmaram

a identidade genética gerada pelo RAPD. Dentre tais isolados clonais, sua origem

hospitalar, bem como a unidade de internagdo de ocorréncia, estdo apresentados na

figura 24.
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Figura 23 - Cariotipagem eletroforética de P. anomala: caridtipos dos isolados
clinicos (H2). Marcador de peso molecular S. cerevisiae (2.200 pb). *hl: Primeiro
episddio de candidemia. **h2: Segundo episddio de candidemia.
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Figura 24 — Dendrograma obtido através dos perfis de bandas gerados por cariotipagem para as oito
cepas de P. anomala. O calculo de similaridade foi realizado utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).
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5.6. Perfil de suscetibilidade

As tabelas 13A e 13B, assim como 14A, 14B e 14C resumem o perfil de
suscetibilidade das diferentes espécies de leveduras isoladas de pacientes e leitos dos
Hospitais 1 e 2, respectivamente. Considerando-se todas as espécies estudadas, a
ocorréncia de fenotipo de resisténcia caracterizou-se como evento raro, entretanto,
quando se identifica esse dado espécie por espécie, tem-se o seguinte resultado: no
Hospital 1, hemocultura, com relacdo a C. fropicalis, duas amostras apresentaram
resisténcia ao fluconazol, trés ao itraconazol e quatro ao cetoconazol. Conforme
esperado, C. glabrata apresentou resisténcia aos trés azolicos. Considerando-se as
espécies prevalentes, observou-se que o fendtipo sensivel dose dependente ocorreu
principalmente para C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis. No leito antes e depois
da limpeza, o fendtipo de resisténcia foi observado para C. parapsilosis frente aos
azolicos.

No Hospital 2, hemocultura, C. tropicalis e P. anomala apresentaram
expressiva resisténcia frente aos azolicos. Quanto a sensibilidade dose dependéncia, C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. orthopsilosis corresponderam as espécies
com perfis variaveis. No leito antes e apés a limpeza, particularmente 7. asahii e C.
parapsilosis, apresentaram maiores indices de resisténcia.

Considerando-se dois hospitais, isolados clonais de C. parapsilosis, T. asahii e
P. anomala apresentam o mesmo perfil de suscetibilidade antifungica em 100% dos
casos, clinicos e ambientais. No entanto, frente a espécie C. tropicalis, a taxa de
concordancia entre as duas analises (fenotipo e gendtipo) foi 30%. J4, isolado clonal de

C. guilliermondii (2) apresentaram respostas fenotipicas distintas.
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DISCUSSAO

6. DISCUSSAO

As infec¢des fungicas causadas por leveduras do género Candida aumentaram
muito na década de 1990, ocupando o quarto lugar dos agentes etioldgicos implicados
nas infec¢des sanguineas no mundo todo, segundo o centro de referéncia National
Nosocomial Infectious Surveillance (MEDRANO & RABENHORST, 2004).

Neste estudo foram avaliados 119 episddios de candidemia, os quais foram mais
frequentes em pacientes com idade inferior a 1 ano e superior a 60 anos, faixas etarias
onde hé reduzida resposta imunoldgica, o que favorece o desenvolvimento dessa
infeccdo (CHENG et al., 2005; RIBEIRO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2004; XAVIER
& CHANG, 2008).

Com relagdo ao género, a distribui¢do entre os sexos foi correspondente em
ambas Instituicdes analisadas (H1 e H2), também identificado por Nogueira e cols
(2009), aspecto que parece ser relacionado, tdo somente, a demanda espontanea, ou seja,
o tipo de assisténcia oferecida, que por si so faz a selecdo natural da clientela.

Considerando-se a andlise temporal, as infec¢des nosocomiais podem ser
consideradas precoces, quando surgem nas primeiras 96 horas de interna¢ao, ou tardias,
sendo atribuidas a inumeras causas (DAVID, 1998). No presente estudo, o prolongado
periodo de internagdo, com média geral de 35 dias, aliado a propria condi¢do clinica do
paciente, pode ter favorecido o desenvolvimento desta infec¢do, com a ocorréncia de
espécies do género Candida, dados também relatados por outros estudos (BARBERINO
et al., 2006; BOUSSO et al., 1995; COLOMBO et al., 2007, GARLAND & UHING,
2009; VILLARI et al., 1998; XAVIER & CHANG, 2008). De fato os hospitais em
estudo sdo referéncias para doengas graves e para cirurgia de grande porte, que muitas
vezes pode debilitar o paciente, dai ser considerado potencial fator de risco.

Quanto a frequéncia de dbito (61%), na presente pesquisa, foi possivel observar
valores semelhantes ao de outro estudo nacional, o qual incluiu quatro Hospitais de
nivel terciario, locados na cidade de Sdo Paulo, Brasil (COLOMBO et al., 2007).
Novamente, dado que a maioria dos pacientes da presente investigacdo era idosa,

consequentemente, os indices de mortalidade foram elevados, o que foi notificado por
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outros estudos (BOAS & RUIZ, 2004; MORGAN et al., 2005; TURRINI, 2002). A
explicag¢do para a maior ocorréncia do binomio C. albicans (espécie prevalente) e dbito,
pode estar relacionada aos elevados indices de colonizagdo por essa espécie, que, muitas
vezes, favorece a infecgdo (AQUINO et al., 2005).

Considerando-se a area de internagdo intra-hospitalar, novamente, as Unidades
de Tratamento Intensivo foram consideradas epicentros para infecgdes nosocomiais,
dado que corrobora com outros estudos (COLOMBO, 2003; ELLIS et al., 2003;
LEISER et al., 2007; MARRA & CAMARGO, 2002; MORAES & SANTOS, 2003;
PEMAN et al., 2002).

Quanto a etiologia das infec¢cdes na corrente sanguinea, os dados encontrados
corroboram com os estudos epidemioldgicos, os quais demonstram a prevaléncia de C.
albicans, seguido de C. ndo-albicans, tais como, C. parapsilosis e C. tropicalis
(ABELSON et al.,, 2005; ALMIRANTE et al, 2005; AQUINO et al., 2005;
COLOMBO et al., 2006; 2007; FRANCA et al., 2008; HINRICHSEN et al., 2008;
PATEL et al., 2005).

Estudos considerando fomites em ambiente hospitalar revelam que Candida spp
pode sobreviver nas superficies, caracterizada como principal fonte exdgena
(PFALLER, 1996). Interessantemente, dados aqui encontrados, corroboram com
aqueles do estudo de Martins-Diniz e cols (2005), uma vez que, Candida spp e
Trichosporon spp foram detectados nos leitos de diferentes Unidades hospitalares,
especialmente em UTIs. Em adicdo, o atual estudo comprova a existéncia de um elo
epidemioldgico entre microbiota ambiental e fonte clinica de onde havia descricdo de
candidemia. De fato, segundo Vazquez e cols (1998), o meio ambiente pode ser
contaminado passivamente pelos micro-organismos oriundos de colonizagdo ou
infeccdo, portanto, precedentes de pacientes, assim como dos profissionais de saude que
ali atuem e vice-versa.

Em identidade com a literatura atual, C. albicans ¢, sem duvida, a espécie
frequentemente isolada de infec¢des superficiais e invasivas, descrita em diversas
casuisticas mundiais (COLOMBO & GUIMARAES, 2003; GODOY et al., 2003).Ja o
relato sobre incidéncia de fungemia por C. dubliniensis é incomum; explicag¢do
plausivel para essa baixa ocorréncia, pode ser a classificagdo fenotipica equivocada
dessa espécie como C. albicans. De fato, a exata identificacdo, apenas ocorre utilizando

métodos moleculares, como por exemplo, o PCR (JABRA-RIZK et al., 2005). Aqui
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exclui-se tal equivoco, no entanto, a baixa ocorréncia foi fato observado, corroborando
com outros estudos (HAJJEH et al., 2004; JABRA-RIZK et al., 2000; SANCAK et al.,
2003). Os resultados gerados pds RAPD confirmaram a ampla variabilidade genética
para a espécie C. albicans, dado previamente demonstrado por Pinto e cols (2004). A
comparagdo da similaridade entre os isolados, através de duas técnicas de biologia
molecular (RAPD e PFGE) mostrou, através da analise pelo programa Gel Compar, que
houve uma discrepancia entre os métodos, demonstrando que os isolados clonais pelo
RAPD se diferenciaram pelo PFGE, ja os isolados idénticos pelo PFGE, apresentaram-
se diferentes pelo RAPD. Importante ressaltar que, a porcentagem de similaridade
apresentada pelo programa nos d4 um embasamento aproximado de comparagdo entre
os isolados, mas ndo ndo podemos dizer que o resultado ¢ 100% acertivo, uma vez que
para esse grau de informacdo, somente técnicas como o sequenciamento de DNA
podem nos dar (SOLL, 2000).

Em estudos norte-americanos, C. glabrata é apontada como o segundo agente
mais frequente de candidemia (ODDS et al., 2007). Vale destacar que, assim como em
outros levantamentos realizados no Brasil, o nimero de C. glabrata isolada de
hemocultura na presente andlise foi menor que o esperado (COLOMBO, 2000; DA
MATTA et al., 2007; XAVIER et al., 2008). Com relacdo a andlise genética destes, o
padrdo de identidade genética esteve presente em isolados oriundos de hospitais
distintos (2AL/51h1), que apesar de ressaltar nenhuma relacdo epidemioldgica
especifica, estudos complementares poderdo identificar uma origem comum.

C. guilliermondi, considerada aqui como isolado exclusivo de meio ambiente,
foi destacada na pesquisa realizada por Lemes e Colombo (1998), uma vez que, foi
isolada de maos de profissionais da saide, assim como do ambiente hospitalar. A
diversidade de origens, ndo descarta a possibilidade de um encontro com hospedeiros
debilitados, podendo caracterizar-se como agente importante de colonizacdo primaria
e/ou infecgdo, conforme ja descrito na literatura (MASALA et al., 2003). Assim como o
estudo realizado por Pasqualotto e cols (2006), a espécie C. guilliermondii, foi
encontrada apenas em isolados ambientais. No entanto, em adi¢do ao observado, na
presente investiga¢cdo, o indice de similaridade genética obtida através do RAPD, esteve
inferior a 90%, além de uma resposta fenotipica distinta, demonstrando nenhuma

relacdo epidemioldgica especifica.
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Dentro do complexo parapsilosis, os dados obtidos pelo presente estudo
corroboram com a literatura no sentido de que C. parapsilosis foi a espécie mais
prevalente, seguida de C. orthopsilosis (MELO et al., 1998; TAVANTI et al., 2007;
ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2000). A correlagdo fenotipica e genotipica detectadas
para C. parapsilosis (amostras clinicas e ambientais) foi, mais uma vez, observada aqui
e em varios estudos descritos na literatura (ASBECK et al., 2007; LEMES &
COLOMBO, 1998; SHIN et al., 2001). Tais descrigdes revelam a responsabilidade dos
profissionais de saude na cadeia de transmissao.

O achado de isolados clinicos seriados de C. parapsilosis, interpretados na
presente proposta, diferentemente, tem sido limitado em outros Centros de Investigagao
(GOMEZ-LOPEZ et al., 2008; SHIN et al., 2001). Outros, tais como, Shin e cols
(2001), descrevem esse evento e apresentam a ocorréncia de correlagdo genética e
fenotipica entre eles.

Diversos casos de infec¢do nosocomial em neonatos vém sendo descritos, e,
portanto corroboram com dados obtidos no presente trabalho (HUANG et al., 1999,
2000; LUPETTI et al., 2002). Aqui, de pacientes que ocuparam a mesma area fisica
(UTI Neonatal), porém em periodos distintos (setembro de 2008 a abril de 2009), quatro
isolados (16h2/16h3, 46h2/46h3) altamente relacionados foram detectados. Tal fato
denota a manuteng@o ou permanéncia de fungos em mobilia ou utensilios hospitalares,
ou ainda, a provavel participacdo humana (staff clinico) como fonte de aquisi¢cdo
(LUPETTI et al., 2002).

C. tropicalis, recuperada aqui, tanto de amostra clinica como ambiental, para um
dos hospitais (Hospital 2), esta, conforme ja descrito na literatura, implicada na maioria
das infecgdes fungicas invasivas. Os surtos ocasionados por C. tropicalis,
responsabilizando o ambiente hospitalar, tém sido descrito na literatura desde 1989
(FINKELSTEIN et al., 1993; ISEMBERG et al., 1989). Mais ainda, segundo Pfaller e
cols (1987), a colonizagdo persistente por C. tropicalis, pode ser fator predisponente
para tais infec¢des disseminadas. Curiosamente, no estudo atual, seis isolados clonais
foram obtidos, de onde se obteve concordéncia para as analises fenotipicas e genotipicas
em 30%. A persisténcia de um clone durante o intervalo temporal, em UTIs distintas
(37h1/54h1) ou ndo (20h1/52h1; 72h1/36h1) do Hospital 2, ressalta que, assim como

em outros estudos, a participagdo conjunta entre o meio ambiente em relacdo com os
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humanos ¢ fato, o que expde em risco as infeccdes hospitalares (MAROL &
YUCESOY, 2007; SHIN et al., 2004).

Uma pequena propor¢do de candidemia causada por P. anomala (anteriormente
Hansenula anomala) foi observada, concordando com varios estudos (ARAGAO et al.,
2001; CHAKRABARTI et al., 2001; KALENIC et al., 2001; MESTRONI & BAVA,
2003; PASQUALOTTO et al., 2005; THULER et al., 1997). Assim como o estudo
realizado por Pasqualotto e cols (2005), P. anomala pode ser adquirida a partir de fonte
unica de contaminagdo e disseminac¢do. Corroborando com essa afirmativa, os isolados
clonais (73h2/92h2) oriundos de pacientes distintos internados na mesma area fisica
(UTT Pediatrica) em curto intervalo de admissdo (data de internagdo: 4/08/09 e
21/09/09), revelou caridtipo permanente.

Assim como o estudo realizado por Lemes e Colombo (1998), T. asahii,
considerada espécie emergente para infeccdo sistémica (JUNIOR et al., 2008), na
presente, revelou identidade genética, indicando uma possivel rota comum de
transmissdo exdgena em unidades de internacdo distintas dentro do Hospital 2, dado
este apresentado também pelo estudo realizado por Silva e cols (2008).

Com relagdo a suscetibilidade antimicrobiana das espécies em estudo frente a
anfotericina B, nenhum isolado foi considerado resistente, dado concordante com outros
estudos atuais (MIMICA et al., 2009).

Quanto aos derivados azolicos, os dados raros de resisténcia apresentados no
presente estudo, ja foram observados previamente por varios pesquisadores (CUENCA-
ESTRELLA et al., 2002). Uma porta se abre para um desafio, onde espécies nio-
albicans, com perfil de sensibilidade varidvel, estdo assumindo um papel cada vez
maior em infec¢des nosocomiais. No entanto, a constante investigagcdo se faz necessaria,
pois, em paralelo a debilidade do paciente, altas taxas de morbidade e mortalidade sdo

vistos (BOAS & RUIZ, 2004; MORGAN et al., 2005; TURRINI, 2002).
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CONCLUSOES

7. CONCLUSOES

- C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis correspondem as espécies prevalentes dos
casos de candidemia.

- Leitos hospitalares sdo contaminados por C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii,
C. parapsilosis, C. tropicalis e T. asahii.

- Tanto os isolados clinicos como os de ambiente apresentam suscetibilidade relativa
aos azolicos; mas CIM elevadas foram detectadas.

- Através da técnica de RFLP foi possivel definir as espécies C. albicans e C.
dubliniensis;

- A andlise conjunta das duas ferramentas (RAPD e PFGE) permitiu a caracterizagio
molecular para a maioria das espécies de leveduras.

- O método genotipico discrimina isolados que se mostram idénticos pelo método
fenotipico.

- A correlagdo clonal entre isolados clinicos e ambientais comprova a probabilidade de

disseminag@o de cepas em ambiente hospitalar.
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APENDICE

9. APENDICE

Distribuicdo dos isolados encontrados a partir do tipo de material, origem, data

da colheita, unidade de internagdo e data de internag@o.

Paciente Numero Material  Origemda  Datada Unidade de Data
isolado cepa colheita internacao internacao
1 1-h1 Hemocultura Hospital 1 8/2/2008 Enfermaria 1 3/2/2008
1-AL Leito AL Hospital 1~ 13/2/2008 Enfermaria 1 3/2/2008
1-DL Leito DL Hospital 1~ 13/2/2008 Enfermaria 1 3/2/2008
2 2-hl Hemocultura Hospital 1 5/8/2008 Enfermaria 1 4/8/2008
2-DL Leito DL Hospital 1 7/8/2008 Enfermaria 1 4/8/2008
3 3-hl Hemocultura Hospital 1 5/2/2008  UTI Pediatrica  5/2/2008
3-AL Leito AL Hospital 1 7/2/2008  UTI Pediatrica  5/2/2008
4 4-h1 Hemocultura Hospital 1 5/2/2008 UTI Geral 2 31/1/2008
4-AL Leito AL Hospital 1 ~ 10/3/2008 UTI Geral 2 31/1/2008
5 5-h1 Hemocultura Hospital 1~ 20/2/2008 Enfermaria 2 15/2/2008
5-AL Leito AL Hospital 1 6/3/2008 Enfermaria 2 15/2/2008
6 6-hl Hemocultura Hospital 1~ 31/3/2008 Enfermaria 2 28/2/2008
6-AL Leito AL Hospital 1~ 26/3/2008 Enfermaria 2 28/2/2008
6-DL Leito DL Hospital 1~ 26/3/2008 Enfermaria 2 28/2/2008
7 7-h1 Hemocultura Hospital 1~ 18/3/2008 Enfermaria 1 18/3/2008
7-DL Leito DL Hospital 1~ 20/3/2008 Enfermaria 1 18/3/2008
8 8-h1 Hemocultura Hospital 1 6/9/2008 UTI Geral 3 1/9/2008
8-AL Leito AL Hospital I ~ 6/10/2008 UTI Geral 3 1/9/2008
8-DL Leito DL Hospital 1~ 6/10/2008 UTI Geral 3 1/9/2008
9 9-hl Hemocultura Hospital 2 12/8/2007 UTI Geral 5 19/7/2007
9-AL Leito AL Hospital 2 19/8/2007 UTI Geral 5 19/7/2007
9-DL Leito DL Hospital 2 19/8/2007 UTI Geral 5 19/7/2007
10 10-h1 Hemocultura Hospital 2 30/8/2007  UTI Neonatal 17/8/2007
10-AL Leito AL Hospital 2 11/9/2007  UTI Neonatal ~ 17/8/2007
11 11-h1 Hemocultura Hospital 2 13/11/2007  UTI Pediatrica ~ 12/8/2007
11-DL Leito DL Hospital 2 16/5/2008  UTI Pediatrica  12/8/2007
12 12-h1 Hemocultura Hospital 2 11/12/2007  Enfermaria 6  11/12/2007
12-DL Leito DL Hospital 2 31/12/2007  Enfermaria 6  11/12/2007
13 13-h1 Hemocultura Hospital 2 19/5/2008  UTI Pediatrica  13/5/2008
13-DL Leito DL Hospital 2 11/10/2008  UTI Pediatrica  13/5/2008
14 14-h1 Hemocultura Hospital 2~ 13/9/2007 UTI Emergéncia 22/8/2007
14-AL Leito AL Hospital 2 25/9/2007 UTI Emergéncia 22/8/2007
15 15-h1 Hemocultura Hospital 2 23/9/2008 UTI Emergéncia  3/9/2008
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15-AL Leito AL Hospital 2 2/10/2008 UTI Emergéncia  3/9/2008
16 16-hl Hemocultura Hospital 2 9/9/2008 UTI Neonatal ~ 27/7/2008
16-h2 Hemocultura Hospital 2 27/9/2008  UTI Neonatal ~ 27/7/2008
16-AL Leito AL Hospital 2 23/9/2008  UTI Neonatal ~ 27/7/2008
16-h3 Hemocultura Hospital 2~ 2/11/2008  UTI Neonatal =~ 27/7/2008
17 17-h1 Hemocultura Hospital 2 27/9/2008  UTI Geral 7b 3/10/2008
18 18-h1 Hemocultura Hospital 2 28/10/2008  Enfermaria 6 10/9/2008
18-AL Leito AL  Hospital 2 12/12/2008  Enfermaria 6 10/9/2008
19 19-h1 Hemocultura Hospital 1  31/10/2008  UTIGeral 3 26/10/2008
20 20-h1 Hemocultura Hospital 2 21/11/2008 UTI Emergéncia 7/10/2008
20-AL Leito AL Hospital 2 19/12/2008 UTI Emergéncia 7/10/2008
21 21-h1 Hemocultura Hospital 2 8/12/2008  UTI Pediatrica  25/11/2008
22-AL Leito AL  Hospital 2 18/1/2009  UTI Pediatrica  25/11/2008
22 22-hl Hemocultura Hospital2 ~ 7/1/2009 UTI Neonatal ~ 30/12/2008
23 23-hl Hemocultura Hospital 1~ 28/1/2009 Enfermaria 2 23/1/2009
24 24-h1 Hemocultura Hospital 2 30/11/2008  UTI Geral 7a  31/10/2008
25 25-hl Hemocultura Hospital 1~ 18/12/2008  UTI Geral 1 13/12/2008
26 26-h1 Hemocultura Hospital 1  20/12/2008  UTI Geral 1 15/12/2008
27 27-hl Hemocultura Hospital 1~ 11/3/2008 Enfermaria 1 6/3/2008
28 28-hl Hemocultura Hospital 1  28/12/2008  Enfermaria 1 27/12/2008
29 29-h1 Hemocultura Hospital 1 5/6/2008 UTI Geral 2 30/5/2008
30 30-h1 Hemocultura Hospital 1~ 26/3/2008 UTI Geral 3 21/3/2008
31 31-hl Hemocultura Hospital 1~ 3/4/2008 Enfermaria2  28/3/2008
32 32-hl Hemocultura Hospital 1~ 27/1/2008 UTI Geral 2 22/1/2008
33 33-hl Hemocultura Hospital 1 =~ 24/6/2008 Enfermaria 1 23/6/2008
34 34-hl Hemocultura Hospital 2  15/1/2009  UTI Pediatrica  6/1/2009
35 35-hl Hemocultura Hospital 2 13/2/2009  UTI Pediatrica ~ 9/2/2009
35-h2 Hemocultura Hospital 2  18/2/2009  UTI Pediatrica ~ 9/2/2009
36 36-hl Hemocultura Hospital 2 16/11/2009  UTI Geral 7b 6/11/2008
37 37-hl Hemocultura Hospital 2 22/2/2009  UTI Geral 7b 8/2/2009
38 38-hl Hemocultura Hospital 2  21/1/2009  UTI Geral 7a 7/1/2009
39 39-h1 Hemocultura Hospital 2 22/1/2009 EMER UTI 1/2/2009
40 40-h1 Hemocultura Hospital 2 17/12/2008  Enfermaria 5  17/11/2009
41 41-hl Hemocultura Hospital 2 17/12/2008  UTI Geral 7a  11/12/2008
42 42-h1 Hemocultura Hospital2 10/12/2008  UTIGeral 5 21/11/2008
43 43-hl Hemocultura Hospital 2 1/12/2008  UTI Geral 7b 3/11/2008
44 44-hl Hemocultura Hospital 2 20/2/2009  UTI Pediatrica ~ 2/4/2009
45 45-h1 Hemocultura Hospital 2 15/3/2009  UTI Neonatal 6/3/2009
45-h2 Hemocultura Hospital 2 24/3/2009  UTI Neonatal 6/3/2009
46 46-h1 Hemocultura Hospital 2 14/3/2009  UTI Neonatal ~ 12/2/2009
46-h2 Hemocultura Hospital 2 29/3/2009  UTI Neonatal ~ 12/2/2009
46-h3 Hemocultura Hospital2  17/4/2009  UTI Neonatal 12/2/2009
46-h4 Hemocultura Hospital 2 22/4/2009  UTI Neonatal ~ 12/2/2009
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46-h5 Hemocultura Hospital2  17/8/2009  UTI Neonatal 12/2/2009
46-h6 Hemocultura Hospital 2 30/9/2009  UTI Pediatrica  18/8/2009
46-h7 Hemocultura Hospital 2 4/10/2009  UTI Pediatrica  18/8/2009
46-h8 Hemocultura Hospital 2 8/10/2009  UTI Pediatrica  18/8/2009
47 47-hl Hemocultura Hospital 2 23/3/2009  UTI Neonatal ~ 14/2/2009
47-AL Leito AL Hospital 2 13/4/2009  UTI Neonatal ~ 14/2/2009
48 48-h1 Hemocultura Hospital 2 26/3/2009  UTI Geral 7b  23/2/2009
49 49-h1 Hemocultura Hospital 2 28/3/2009 Enfermaria 4 27/3/2009
49-AL Leito AL Hospital 2 15/4/2009 Enfermaria 4 27/3/2009
50 50-hl Hemocultura Hospital 2 28/8/2008  UTI Geral 7a  27/8/2009
50-DL Leito DL Hospital 2 28/8/2008  UTI Geral 7a ~ 27/8/2009
51 51-hl Hemocultura Hospital 2 29/6/2008 UTI Geral 6 29/6/2009
51-AL Leito AL Hospital 2 26/7/2008 UTI Geral 6 29/6/2009
52 52-hl Hemocultura Hospital 2 23/3/2008 EMER UTI 15/2/2008
53 53-hl Hemocultura Hospital 1 ~ 25/4/2009 Enfermaria 2 4/3/2009
53-h2 Hemocultura Hospital 1~ 17/5/2009 Enfermaria 2 4/3/2009
54 54-h1 Hemocultura Hospital 2 8/4/2009 UTI Geral 7a 17/3/2009
55 55-hl Hemocultura Hospital 1~ 30/4/2009 UTI Geral 2 23/3/2009
56 56-hl Hemocultura Hospital 2 30/4/2009  UTI Pediatrica  11/4/2009
57 57-h1 Hemocultura Hospital 2 30/4/2009  UTI Neonatal 11/4/2009
57-h2 Hemocultura Hospital 2 4/5/2009 UTI Neonatal ~ 11/4/2009
58 58-h1 Hemocultura Hospital 2 25/4/2009 UTI Emergéncia  8/4/2009
59 59-h1 Hemocultura Hospital2  4/5/2009  UTI Emergéncia  2/5/2009
60 60-h1 Hemocultura Hospital2 ~ 6/5/2009  UTI Pediatrica  6/5/2009
61 61-hl Hemocultura Hospital 2 13/5/2009  UTI Geral 7b 8/5/2009
62 62-hl Hemocultura Hospital 2 25/5/2009 UTI Emergéncia  5/5/2009
62-AL Leito AL Hospital2 ~ 3/6/2009 UTI Emergéncia  5/5/2009
62-DL Leito DL Hospital 2 3/6/2009  UTI Emergéncia  5/5/2009
63 63-hl Hemocultura Hospital 1~ 19/5/2009 Enfermaria 2 2/4/2009
63-AL Leito AL Hospital 1~ 28/5/2009 Enfermaria 2 2/4/2009
63-DL Leito DL Hospital 1~ 28/5/2009 Enfermaria 2 2/4/2009
64 64-hl Hemocultura Hospital 2 12/5/2009 UTI Emergéncia 20/4/2009
65 65-hl Hemocultura Hospital 2 19/5/2009 UTI Geral 7a 13/4/2009
66 66-hl Hemocultura Hospital 2 29/5/2009  UTI Neonatal ~ 20/5/2009
66-AL Leito AL Hospital 2 19/6/2009  UTI Neonatal ~ 20/5/2009
67 67-hl Hemocultura Hospital2  6/6/2009 UTI Geral 7b 5/6/2009
68 68-hl Hemocultura Hospital 2 31/5/2009  UTI Pediatrica  21/5/2009
69 69-h1 Hemocultura Hospital 2 26/5/2009 UTI Geral 5 26/5/2009
70 70-h1 Hemocultura Hospital2 ~ 4/6/2009 UTI Geral 3 21/5/2009
71 71-hl Hemocultura Hospital2  16/6/2009  UTI Geral 7a 4/6/2009
71-AL Leito AL Hospital 2 24/10/2009  UTI Geral 7a 4/6/2009
71-DL Leito DL Hospital 2 24/10/2009  UTI Geral 7a 4/6/2009
72 72-h1 Hemocultura Hospital 2 10/6/2009  UTI Geral 7b 7/5/2009
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73 73-h1 Hemocultura Hospital 2 21/7/2009  UTI Pediatrica ~ 4/8/2009
73-h2 Hemocultura Hospital2 ~ 11/7/2009  UTI Pediatrica ~ 4/8/2009
74 74-hl Hemocultura Hospital 2 20/7/2009 UTI Geral 5 8/7/2009
74-h2 Hemocultura Hospital 2 6/8/2009 UTI Geral 5 8/7/2009
74-h3 Hemocultura Hospital2  6/8/2009 UTI Geral 5 8/7/2009
74-h4 Hemocultura Hospital 2 24/8/2009 UTI Geral 5 8/7/2009
75 75-hl Hemocultura Hospital 2 15/7/2009 Enfermaria 2 17/7/2009
75-h2 Hemocultura Hospital 2 17/7/2009 Enfermaria 2 17/7/2009
76 76-hl Hemocultura Hospital 2 23/7/2009 UTI Emergéncia 23/7/2009
76-AL Leito AL Hospital 2 11/8/2009 UTI Emergéncia 23/7/2009
77 77-h1 Hemocultura Hospital2  4/7/2009 Enfermaria 3 23/7/2009
78 78-h1 Hemocultura Hospital 2 3/7/2009 UTI Geral 7b  23/7/2009
79 79-h1 Hemocultura Hospital 2 1/8/2009 Enfermaria 6 13/7/2009
80 80-hl Hemocultura Hospital2  30/7/2009  UTI Neonatal ~ 16/6/2009
81 81-h1 Hemocultura Hospital 2 31/7/2009  UTI Pediatrica ~ 3/7/2009
81-h2 Hemocultura Hospital2 ~ 2/8/2009  UTI Pediatrica  3/7/2009
82 82-h1 Hemocultura Hospital 2 6/8/2009  UTI Pediatrica  26/6/2009
82-DL Leito DL Hospital 2~ 30/8/2009  UTI Pediatrica ~ 26/6/2009
83 83-hl Hemocultura Hospital 2 8/8/2009 UTI Geral 7b  30/7/2009
84 84-h1 Hemocultura Hospital 2 20/8/2009  UTI Pediatrica  10/8/2009
85 85-hl Hemocultura Hospital2 ~ 2/8/2009  UTI Emergéncia  2/8/2009
86 86-hl Hemocultura Hospital 2 22/8/2009 UTI Emergéncia 20/7/2009
86-AL Leito AL Hospital 2 24/8/2009 UTI Emergéncia 20/7/2009
87 87-hl Hemocultura Hospital 1~ 20/8/2009 UTI Geral 2 23/7/009
88 88-h1 Hemocultura Hospital2  17/9/2009 UTI Emergéncia  9/8/2009
89 89-h1 Hemocultura Hospital 2  19/9/2009  UTI Geral 7b 6/9/2009
90 90-h1 Hemocultura Hospital2  3/10/2009  UTI Geral 7a  25/9/2009
90-DL Leito DL Hospital 2 21/10/2009  UTI Geral 7a  25/9/2009
91 91-hl Hemocultura Hospital2  6/10/2009  UTI Geral 7b  23/9/2009
91-AL Leito AL Hospital 2 23/10/2009  UTI Geral 7b  23/9/2009
91-DL Leito DL Hospital 2 23/10/2009  UTI Geral 7b  23/9/2009
92 92-hl Hemocultura Hospital 2 4/10/2009  UTI Pediatrica  21/9/2009
92-H2 Hemocultura Hospital 2 13/10/2009  UTI Pediatrica ~ 21/9/2009
93 93-hl Hemocultura Hospital 2 9/10/2009  UTI Pediéatrica  23/9/2009
94 94-h1 Hemocultura Hospital 1 19/10/2009  Enfermaria2  14/10/2009
94-h2 Hemocultura Hospital 1~ 3/11/2009 Enfermaria2  14/10/2009
95 95-hl Hemocultura Hospital 2 14/10/2009  UTI Geral 7b  22/9/2009
95-h2 Hemocultura Hospital 2 16/10/2009  UTI Geral 7b  22/9/2009
96 96-hl Hemocultura Hospital 2 21/10/2009  UTI Geral 5 1/9/2009
97 97-hl Hemocultura Hospital 2 25/10/2009  UTI Geral 3 21/9/2009
98 98-hl Hemocultura Hospital 2 22/10/2009  UTI Pediatrica ~ 25/9/2009
98-AL Leito AL Hospital 2 13/11/2009  UTI Pediatrica  25/9/2009
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ANEXOS

10. ANEXO 1

Descricio de formulas e modo de preparo de meios e reagentes

utilizados no estudo

10.1 Meios e reagentes utilizados

10.1.1 Meios para isolamento das leveduras

Solucio Salina 0,85% esterilizada
@ NACT (VELEEC) . uutiieiiie ettt ettt ettt et ae e et e e e e e e s areeesnseeesseeennns 0,85¢g
© AGUA AESHIAAA. ... 100 ml
Em um baldo de 100 ml, foi adicionado cloreto de sodio a dgua destilada, agitado até
completa dissolucdo, completado o volume para 100 ml, distribuido 2 ml em cada tudo

de ensaio e autoclavado a 121°C por 15 minutos.

Agar Sabouraud dextrose
* Sabouraud dextrose agar (OX01d)........ccecueeruieriieiiienieeieeee e 65¢g
¢ AGUA AESHIAAA Q8. «vrreeeeeeeeeeeeee e 1000 ml
Em um baldo de 2000 ml, o Sabouraud foi adicionado a 4agua destilada e
homogeneizado. Apds homogeneizagdo, o meio foi autoclavado a 121°C por 15 minutos

e distribuido em placas de Petri 90 X 15 mm.

10.1.2 Meios e solucdes para identificacio

Agar fuba com Tween-80
* Farinha de milho..........cccooiiiiiiiiiiciccc e 125¢
© AGAT (OXOA) ... 38¢g
* TWEen-80 (BECTOM).....cccuiiieiiieciie ettt e et e e e e 3 ml
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¢ AgUA deSHIAAA QuS.P weoveveeeieeeeee e 300 ml
A farinha de milho foi adicionada a 300 ml de 4gua destilada, aquecida durante uma
hora a 60°C, filtrada através de gaze dobrada e o volume completado para 300 ml. O
agar foi adicionado ao preparo acima e aquecido até a sua completa fusdo. Apds
acrescentar o Tween-80, o meio foi distribuido em aliquotas de 18 ml em tubos de
ensaio e autoclavados a 121°C por 15 minutos. No momento do uso, o meio foi

dissolvido e vertido em placas de Petri 90 X 15 mm.

CHROMagar Candida®
» CHROMagar Candida (CHROMAZA).........ccceeviiriiieiieeieeiieeie e 47,6 g
o AGUA dESHIAAA QS veovvrveeeeeeeeeeeeeeee e, 1000 ml

O meio foi aquecido em agua destilada autoclavada, evitando a fervura, até que o po
estivesse completamente dissolvido. Em seguida, foi distribuido em placas de Petri 90

X 15 mm.

Coloracao de Ziehl-Nielsen
Reagentes:

- Solugao de fucsina fenicada de Ziehl

Solugdo A:
* Fucsina basica (SYNth)........ccocuiieiiiiiiiieceeee e e 30g
¢ A1COO1 €HICO 95%6 ..voeoeeeeeeeeeee e 100 ml

Em um gral, triturar a fucsina e pulveriza-la completamente e em seguida dissolvé-la,

acrescentando o alcool etilico.

Solugdo B:
* FEnol HQUETEITO......eeiiiiieeiieeciie et e e 5,0 ml
¢ AGUA ESHIAAA ......ooveeeceeeeeee e 95 ml

Dissolver o fenol liquefeito em 4dgua recentemente destilada. Misturar 10 ml da solugéo
A com 90 ml da solucdo B. Deixar repousar. Filtrar apds 24 horas.
- Solugdo de alcool-acido
o Acido clorfdrico (MEICK)........iueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 3,0 ml
¢ A1COOL €HICO 95%6 ..o, 97 ml
- Corante de fundo

* Azul de metileno (DINAMICA).........eeeeiieeiiiieiiieeeiiee ettt e e eeeaeeeeaee s 03¢g
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¢ AGUA AESHIAAA ... 100 ml
Técnica de coloragao:

* Preparar o esfregaco, secar e fixar na lamina;

* Cobrir o esfregago com a solucdo de fucsina fenicada, aquecendo a ldmina com a
chama do bico de Bunsen, até que sejam emitidos vapores, mas sem deixar ferver.
Continuar a aquecer a lamina, interminantemente, durante 6 minutos;

* Descorar com a solugdo de alcool-acido até que ndo se desprenda mais corante;

* Lavar a lamina em agua de torneira;

* Cobrir a lamina com a solu¢@o de azul de metileno durante 30 segundos;

* Lavar em agua de torneira e secar.

Meio de Gorodkowa
ePeptona (DIfC0O).....uiiiiiiieiie et 10g
® DEXtroS€ (DIfC0O)..ccuiiieiiieeiieeeiee ettt et e e e lg
* Cloreto de SOdio (VETECQC)......ccuii e 5¢g
o AGAT (HIMEIA). ... e 20g
¢ AU AESHIAAA Qe8] «-vreeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 ml

Dissolver o agar em agua destilada, aquecendo em banho-maria. Adicionar peptona,
glicose e sal, dissolvé-los e distribuir o meio em tubos. Autoclavar a 120°C durante 15

minutos. Guardar em refrigerador a 4°C.

Meio Yeast Carbon Base

* Fosfato monobdsico de potdssio (Synth)..........cccceeriiiiiiniiiiiieniiiiee e lg
* Sulfato de magnésio heptahidratado (CRQ).......ccecuveiiiiiiiiiiiiiieiecieeieceea 0,5¢g
* DEXtroSE (DIfC0O)...cuuiiiiiiieiiie ettt e s rae e 20g
© AGAT (HIMEAIA). ... 20g
¢ AUA EStIAAA. .........oeoeeeeeceee e 1000 ml

O 4gar foi adicionado a aproximadamente 800 ml de dgua destilada e a mistura aquecida
até¢ completa dissolugdo. A seguir, foram adicionados os demais componentes,
previamente dissolvidos na dgua restante. Apds homogeneizag¢do, volumes de 20 ml

foram distribuidos em tubos, e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Meio Yeast Nitrogen Base

* Sulfato de amonia (DINAMICA)........cccueeerurieeiiieeiiie et eree e S5g
* Fosfato monobasico de potassio (Synth)........c..ccceeveriinieniniienienenicnccceeeneenee lg
* Sulfato de magnésio heptahidratado (CRQ).......c.ccooveviriiniiiiniininiiiiccee, 0,5¢g
@ AGAT (HIMEAIA). ... 20g
© AGUA AESHIAAA. ..., 1000 ml

O 4gar foi adicionado a aproximadamente 800 ml de 4gua destilada e a mistura aquecida
até¢ completa dissolu¢do. A seguir, foram adicionados os demais componentes,
previamente dissolvidos na agua restante. Ap6és homogeneizagdo, volumes de 20 ml e
de 10 ml foram distribuidos em tubos, e esterilizados em autoclave a 121°C por 15

minutos.

10.1.3 Meio para o teste de suscetibilidade

RPMI-MOPS
* GICOSE (DIfCO)...uuiiiiiiieeciie et e e e 18 ¢
¢ RPMI (GIDCO)...uiiiiiiieciiiieee ettt ens 1 envelope
¢ MOPS (SIZIMA)...ciiiiiiiieiieeie ettt ettt e e eaeeteesaeeenseeneeas 3453 g
¢ AGUA AESHIAAA. ... 1000 ml

Dissolver as substancias em 1000 ml de agua destilada. Ajustar o pH com solugédo
NaOH até atingir o equivalente a 7. Filtrar o meio preparado, em bomba a vécuo.

Armazenar em frasco com tampa de rosca, em geladeira.

10.1.4 Solucdes utilizadas para extracio do DNA gendmico

- Solugdes estoque
EDTA (0,5 M pH 8,0)

¢ EDTA 0,5 M PHS,0....ceiiiiiiieieeteeeeeetee ettt 186,12 g
© AGUA AESHIAAA ... 1000 ml
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NaCl (5 M)
@ NACT (VELEEC). ettt ettt ettt ettt ettt et et eesseeeateenaeeens 20225 ¢
© AQUA AESHIAAA ...t 1000 ml
NaCl(3 M)
@ NACT (VELEEC) . cuvvieeiiieeieie ettt et et e e eate e e tae e snaeeeenbaeennee s 17535 ¢
© AGUA AESHIAAA ... 1000 ml

Tris HCI (1 M pH 7,5)

* Trizma base (PTOMEZA)........ccveviieiiieiiieiieie ettt 121,14 g

¢ AGUA AESHIAAA ... 1000 ml
Tris HCI (0,5 M pH 8,2)

* Trizma base (Promega).......c..cocvieeiiieeiiiieeie ettt 60.57 g

© AGUA AESHIAAA ... 1000 ml

- Solucoes de uso

Etanol 70%
* Etanol absoluto (IMErCK).......cccuiiiiiiiiiiiiiiee e 70 ml
¢ AGUA AESHIAAA ... 30 ml

Tampao Tris-EDTA (TE)

CSTIIS T M PH 7,5 10 pl
® EDTA 0,5 Mucieieee ettt sttt ettt st e b 2 ul
© AGUA dESHIAAA Qe8P wvovvrveeeeeeeeeeeeee e, 1000 ml
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¢ Tris-HCL 0,5 M PH 8,2t 100 pl
¢ EDTA 0,5 M PHSE,0.....ciiiiieeieeee et 10 pl
* RNAse (Fermentas; 10mg/ml)........ccccoooiieriiiiiiiiieiieeieeeeeee e 25 ul
 Agua destilada QuS.P cvveveeeceeeeeeeeeeeee e 5000 ml

Tampao de lise TENTS

* Tris-HCL 1,0 M PH 7,51 ittt 60,57 g
* Tris-HCL 0,5 M PH 8,2...neiieiiieiieeieeeect ettt e 60,57 g
¢ EDTA 0,5 M PHS8,0.....ciiiiiiiieeeeeeeeeee et 186,12 g
@ NACTS Mttt ettt e e reesseenseeneenes 29225 ¢g
@ NACT 3 Mui ettt ettt et eereesaeenaeeneeeas 17535 ¢g
© 2% Triton X-T00......ceiiiiieiiiieeeeeeee ettt et 20 ml
© SIS 100ttt ettt st 50 ml
¢ AGUA AESHIAAA Qe8] w-veeeeeeeeeeeeeee e 1000 ml

10.1.5 Solucdes utilizadas para digestido enzimatica (RFLP)

- Solugdes estoque

Primers liofilizados devem ser hidratados com agua E-Pure, para um estoque com 100

pmol de concentragdo. A concentragio do primer sera de 20 pmol/pl.

Primers diluidos: Concentragdo fornecida pelo fabricante:

CDI1: 5°-GTC AAA CTT GGT CAT TTA-3’ 62,7 nmol (62,7 nl

agua - 100 pmol)

CD2: 5°-TTC TTT TCC TCC GCT TAT TGA-3> 56,9 nmol (56,9 nl

agua - 100 pmol)
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Solucido de ANTP Mix
* dATP 100 MM (INVItrOZEN. . ...nviii et 10 pl
* dCTP 100 mM (INVItrOZEN).....oouuiete et e e e 10 pl
* AGTP 100 MM (INVItrOZEN). ..o enueeete et e eveeeees 10 pl
* dTTP 100 MM (INVItrOZEN). ... .uvneieiee et 10 pl

© AGUAE-PULC ..ot 00
Os nucleotideos sdo pipetados na ordem descrita, homogeneizados gentilmente e a

solugdo mantida a -20°C.

Tampao TBE — Tris/Borato/EDTA — Solucio estoque (10 vezes concentrado)

* Trizma base 0,89 M (Promega)...........cccueeiieriieniieniieieenie et eve e 108 g
¢ EDTA 0,5 M PHS8,0.....ciiiiiiiieeeeeeee et 40 ml
¢ ACIO DOTICO (AMIESCO). ... et 55¢g
© AGUA AESHIAAA Q8. e 1000 ml

Foram dissolvidos o trizma base e o 4cido bérico em éagua destilada e adicionado o

EDTA. Foi estocado a temperatura ambiente.

- Solucdes de uso

Gel de Agarose para PCR-RFLP (2,0%)

Solucio de Brometo de Etidio para corar o gel (10 mg/ml)

* Brometo de €tidio.......coueeiieiieiiesiie ettt 0,8 ul
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Tampao TBE — Tris/Borato/EDTA — Solucao diluida para uso 1X

© AQUA dESHIAAA QS werverveeeeeeeeeeeeeee e, 1000 ml

10.1.6 Solucdes utilizadas para polimorfismo do DNA

aleatoriamente amplificado.

- Solugdes estoque

Primers liofilizados devem ser hidratados com agua E-Pure, para um estoque com 100

pmol de concentragao.

Primers diluidos: Concentragdo fornecida pelo fabricante:
B14:5’- GAT CAAGTCC- 3’ 58.7 nmol (587 pl 4gua — 100 pmol)
CDU: 5’- GCGATCCCCA -3 20.1 nmol (201 pl agua — 100 pmol)
M2:5’- CTT GATTGC C - 3’ 43.3 nmol (433 pl 4gua — 100 pmol)
OPE-18:5’- GGACTG CAGA - 3 48.5 nmol (485 ul agua — 100 pmol)
Primer 6: 5°- CCC GTC AGCA - 3’ 43.7 nmol (437 pl 4gua — 100 pmol)
Solucido de ANTP Mix
* dATP 100 MM (INVItrOZEN). .. .ouvieieiit e, 1,25 ul
* dCTP 100 mM (INVItrOZeN)......ouvientiiieeie e e ee e 1,25 ul
* dGTP 100 MM (INVIrOZEN). ..o evvtintt et e e 1,25 ul
* dTTP 100 MM (INVItrOZEN). ... uvneiieeeee e, 1,25 pul
¢ AGUAE-PUIC........oiii 95

Os nucleotideos sdo pipetados na ordem descrita, homogeneizados gentilmente e a

solug@o mantida a -20°C.
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Tampao TBE — Tris/Borato/EDTA — Solucio estoque (10 vezes concentrado)

* Trizma base 0,89 M (Promega)..........coceecueriininiiiieniiieeieieeieeeeseeee e 108 g
¢ EDTA 0,5 M PHB, 0ottt 40 ml
© Acido BOTICO (AMIESCO). ... e, 5¢g
 Agua destilada QuS.P cvveveeeceeeeeeeeeeeee e 1000 ml

Foram dissolvidos o trizma base e o 4cido bdrico em éagua destilada e adicionado o

EDTA. Foi estocado a temperatura ambiente.

- Solucoes de uso

Gel de Agarose para RAPD (1,5%)

Solucio de Brometo de Etidio para corar o gel (10 mg/ml)

* Brometo de €tidio.......ccvveiieiieiieiiece ettt eneene s 0,8 pl

Tampao TBE — Tris/Borato/EDTA — Solu¢ao diluida para uso 1X

 AgUA deStIAAA QS weovviveeeeeeeeeeeeeeeee e, 1000 ml

10.1.7 Solucées e meios utilizados para cariotipagem

eletroforética

- Solugdes de estoque

S5x CHEF TE, Tampao
* Trizma base (PTOmMega)........ccceevuieiiiiiiiiiieee et 121,15 ¢
* EDTA (PrOmega)......ccccuuieeiiiiieiiieeiieeeiie ettt ettt e 372,25 ¢

© AGUA dESHIAAA Qe8P wvoverveeeeeeeeeeeeee e, 2000 ml
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Dissolver as substancias (em agitador magnético) em 1000 ml de 4gua destilada,
acrescentando NaOH em pastilhas até que o EDTA esteja dissolvido. Ajustar o pH até
7,5 com HCI ou NaOH. Completar o volume para 2000 ml. Aliquotar em frascos de 100

e 2000 ml e autoclavar a solugdo a 121°C durante 15 minutos.

EDTA 50mM, pH8,0
¢ EDTA (PTOMEZA).....cceutiiiiieiieeiteiie ettt ettt st 18,61 g
© AUA dESHIAAA Qe8P wvrverveeeeeeeeeeeeeee e, 1000 ml

Dissolver o EDTA (em agitador magnético) em 700 ml de dgua destilada, acrescentando
NaOH em pastilhas até que o EDTA esteja dissolvido. Ajustar o pH até 8,0 com HCl ou

NaOH. Completar o volume para 1000 ml e autoclavar a solugdo a 121°C durante 15

minutos.

EDTA 0,5 mM, pHS8,0
® EDTA (PTOMEEZA).....ccciiuiiieiiieeiiieeiie ettt et ettt s 186,1 g
¢ AGUA AESHIAAA Q8. e 1000 ml

Dissolver o EDTA (em agitador magnético) em 700 ml de dgua destilada, acrescentando
NaOH em pastilhas até que o EDTA esteja dissolvido. Ajustar o pH até 8,0 com HCI ou
NaOH. Completar o volume para 1000 ml e autoclavar a solu¢do a 121°C durante 15

minutos.

Fosfato de sodio monobasico, 0,1 M, pH 7,0
* NaH,POy4 (Fisher Scientific).......ceeeeveiviiiiiieciie e 0,7g
¢ AGUA AESHIAAA. ... 50 ml
Adicionar NaH,PO4 a 30 ml de agua destilada, ajustar o pH para 7,0 com NaOH ou

HCI. Completar o volume a 50 ml e autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

Fosfato de sodio monobasico, 0,1 M, pH 8,0
* NaH;POy4 (Fisher Scientific).......cccoviiiiiiiiiiiiieieeceee e 0,7g
¢ AGUA AESHIAAA. ... 50 ml
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Adicionar NaH,PO4 a 30 ml de agua destilada, ajustar o pH para 8,0 com NaOH ou

HCI. Completar o volume a 50 ml e autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

Glicerol

Aliquotar 100ml e autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

Solucgio de Lauroylsarcosine a 10%
* N-Lauroylsarcosine (SiZma).........cocueveeruerreneenieenienienieeieeieenieeeesieesieeee e saeenne 10g
¢ AgUa deStilada QuS.P w..veveeeieeeeeeeeeeeeee e 100 ml
O N-Lauroylsarcosine ¢ dissolvido em agua destilada, esterilizado por filtracdo e

estocado a temperatura ambiente.

Tampao TBE- Tris/Borato/EDTA — Solucio estoque (5 vezes concentrado)

* Trizma base (PrOMEZA)........ccccuiieiuiieiiieeeiie ettt et eesreeeeaee s 54 ¢g
¢ ACIAO DOTICO (AMIESCO)......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e ee s ees e eeeeeeeaees 275¢g
* EDTA 0,5 M pH8,0 (Promega).......c.ccccveviieriiieiiieiieniie ettt 10 ml
© AgUA deSHIAAA QS weovvrvereeeeeeeeeeeeeeee e, 1000 ml

Foram dissolvidos o trizma base e o acido borico em agua destilada e adicionado o

EDTA. Foi estocado a temperatura ambiente.

TRIS, 1 M pH 7,5
* Trizma base (PTOMEZA)........cceeriieiiiiieiieie et 121,14 g
¢ AGUA AESHIAAA. ... 1000 ml
O trizma base ¢ adicionado a 300 ml de agua destilada e o pH ¢ ajustado para 7,5 com
NaOH ou HCI. O volume ¢ completado para 500 ml e a solugdo ¢ autoclavada a 121°C

durante 15 minutos.

Caldo YPD (Yeast Peptone Dextrose)

* Extrato de leveduras (DifCo).........cocuieviiiriiiiieiiccieece e 10g
* DeXtroSe (DIfC0O)...cuviieiiieeiie ettt e 20g
* Peptona (DIfC0).....iiiiiiiiiie et 20¢g

¢ AgUa deStilada QuS.P w.veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 500 ml
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Todos os componentes foram dissolvidos em agua destilada, esterilizados por filtragéo e

distribuidos em tubos falcon de 50 ml, contendo 10 ml de caldo YPD cada.

- Solucoes de uso

Agarose Low-Melt (Gel de agarose de baixo ponto de fusio para blocos)

» Agarose Low-Melt (Bio-Rad)........cccoociiiiiiiiiiiiieeeeeeee e lg
* EDTA 0,5 M PHT7,5. .ottt 25 ml
¢ AGUA AESHIAAA. ... 75 ml

Diluir a agarose em EDTA e dgua destilada no microondas. Aliquotar em tubos de 10

ml cada e manter a 5°C ou temperatura ambiente.

CHEF TE 1X, Tampio

® CHEF TE 5X ittt 100 ml
© AGUA dESHIAAA QS verveivereeieeeeee e 400 ml

Gel de agarose para PFGE (1,0%)

» Agarose ultra-pure (Bio-Rad).........ccceeviiieiiiiiiiiicccece e 12¢g
¢ TBE 5X ettt 11,6 ml
¢ AGUA AESHIAAA. ... 100 ml

Dissolver no microondas e estabilizar a 58°C no banho-maria.

L-buffer ou Solucio Tampao para lyticase

© GLICETOL. ettt ettt et 15 ml
* NaH,;PO4 0,1 M pH7,0. ..ot 1, D T
* NaHoPO4 0,1 M PpHSB,0. .. 10
© AQUA AESHIAAA. ... 12 ml
As substincias, previamente autoclavadas, s@o homogeneizadas e estocadas a

temperatura ambiente.
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Lyticase, Soluc¢io

¢ Lyticase 2500 UT (S1ZMA)......cotiriiriiriiiiiieieeieeiesieeeee et 1 frasco
© AGUA AESHIAAA. ... 2 ml
Diluir a lyticase com L-buffer (100U/80ul) e estocar em aliquotas de 1 ml a 20°C. Obs:

A lyticase liofilizada deve ser mantida a 4°C.

NET (Solucido Tampio para Proteinase K)

¢ Trizma base 1 M PH 7,5...ccciiiiiiieeeie ettt e I ml
* EDTA 0,5 M PH 8,0....cieieiieeieeeeeeetee ettt 90 ml
* N-Lauroylsarcosine 10%0.......cccuuerueeiiieriiiiieiie ettt 10 ml

Misturar os componentes, previamente esterilizados, homogeneizar e estocar a

temperatura ambiente.

Proteinase K, Soluciao Estoque

* Proteinase K (Promega).........cccuveviieiiiiieiiieiieeie et 100 mg
¢ AUA ESHIAAA. ........ooeeeeeeeeeee e 5ml
Diluir a proteinase K com agua destilada (20 mg/ml) e estocar em aliquotas de 0,5 ml, a

-20°C. Obs: A proteinase K liofilizada deve ser mantida a 4°C.

Solucio de Brometo de Etidio para corar o gel (1,0 mg/ml)

* Brometo de etidio (INVItrogen)..........cccueveriiieriieeeieeeee et e 20 ul
¢ AGUA ESHIAAA. .........veoeeeeeeeeeeeeee e 200 ml

Tampao TBE — Tris/Borato/EDTA — Solucio diluida para uso 0,5X
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