‘ ) \E J ¢ = __d

EVENTO DE INICIACAO CIENTIFICA

INCIDENCIA DE Candida spp. EM HEMOCULTURAS DE
PACIENTES ATENDIDOS EM HOSPITAL ONCOLOGICO NO
SUL DO BRASIL.

SORENDINO, Gabriele

LAZZAROTTO, Eduarda Sampaio

GONCALVES, Bruna

KRELLING, Andrea

VASCO, Jannaina Ferreira de Melo (Orientadora)
RODRIGUES, Luiza Souza (Orientadora)

Resumo

As infeccdes fungicas sistémicas sdo uma preocupacao vinculada aos pacientes
oncoldgicos. O cancer favorece a ocorréncia de infec¢cdes devido aos efeitos da
quimioterapia, necessidade de procedimentos cirdrgicos, utilizacdo de dispositivos
médicos invasivos, internacdes repetitivas, entre outros. Neste contexto, Candida
albicans é o principal microrganismo isolado em fungemias, porém espécies ndo-
albicans vem emergindo como patégenos relevantes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a incidéncia de microrganismos do género Candida spp. em hemoculturas
de pacientes de hospital oncoldgico no sul do Brasil. Para tanto, realizou-se um
estudo experimental prospectivo, com microrganismos recuperados de
hemoculturas positivas durante um ano (2015-2016). Do total de amostras
positivas, 37 (14%) dos isolados eram leveduras. Destas, nove (24%) foram
identificadas como C. albicans e 28 (76%) como nao-albicans. O estudo
demonstrou a importancia do levantamento epidemioldgico local para adequacéo
da terapia empirica hospitalar contribuindo com a recuperagéo dos pacientes e
nos custos hospitalares.
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Abstract

Systemic yeast infections are a concern associated to cancer patients. Cancer
favors the occurrence of infections due to the effects of chemotherapy, the need
for surgical procedures, the use of invasive medical devices, repetitive
hospitalizations, among others. In this context, Candida albicans is the main
organism isolated in fungemias, however, non-albicans are emerging as
relevant pathogens. The aim of this study was to evaluate the incidence of
microorganisms of the genus Candida in blood cultures of patients of a cancer
hospital in the South of Brazil. To this end, we carried out an experimental
prospective study with microorganisms recovered from positive blood cultures
during the period of one year (2015-2016). Of the total positive, 37 (14%) of the
isolates were yeast. Among these, nine (24%) were identified as C. albicans and
28 (76%) non-albicans. The study demonstrated the importance of epidemiological
survey for adequacy of therapy and contributing to hospital costs.
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INTRODUCAO

O céancer é atualmente um problema de saude publica, especialmente
entre os paises em desenvolvimento, onde a expectativa € de que mais de 20
milhdes de casos novos sdo esperados até 2025, sendo a estimativa para os
anos de 2016 e 2017 de cerca de 600 mil novos casos da doenga (INCA,
2016).

As infec¢Oes fungicas sistémicas sdo importantes causas de morbidade
e mortalidade prematura em pacientes com cancer, especialmente como
resultado da quimioterapia intensiva (DEVRIM; DEMIRAG, YAMAN et al., 2015;
RAZA; ZAFAR; MAHBOOB et al., 2016). A quimioterapia € um tratamento que
envolve a administracdo de substancias citotoxicas, principalmente por via
endovenosa, causando como efeito adverso a imunossupressao do paciente,
favorecendo, assim, o risco de infecgbes fungicas, especialmente
hematoldgicas (SAWADA; NICOLUSSI; OKINO et al, 2015; KEMMELMEIER;
FERREIRA; STEFANO-FILHO et al., 2017; SAPOLNIK, 2003).

Além da quimioterapia, outros fatores podem contribuir para ocorréncia
de infec¢Bes, tais como: o uso de dispositivos médicos invasivos, necessidade
de nutricdo parenteral prolongada, cirurgias e internagdes hospitalares longas
e/ou repetitivas, ou qualquer outra circunstancia que comprometa a integridade
das barreiras mecanicas do organismo ou que possa expor O paciente a
contaminacgao (SAPOLNIK, 2003).

Existem vérias espécies de fungos capazes de causar infeccdo de
corrente sanguinea (fungemia), no entanto, Candida spp. é o género mais
comum, sendo responsavel por cerca de 80% dos casos (BLUMBERG;
JARVIS; SOUCIE et al., 2001; CORTES; REYES; GOMEZ et al., 2014). Estas
leveduras vivem como comensais, colonizando a microbiota normal de
individuos saudaveis, porém na ocorréncia de um desequilibrio na sua relacéo
com o hospedeiro pode causar prejuizos a saude do mesmo (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010; NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003).

As principais espécies de Candida spp. causadoras de infec¢des de

corrente sanguinea, situacdo também conhecida como candidemia, sé&o
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Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis. Ainda que C.
albicans seja o principal responsavel por estas infec¢des, observa-se que
espécies ndo-albicans vem emergindo como importantes patdégenos
nosocomiais (FRIDKIN; JARVIS, 1996; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

No que diz respeito & Candida albicans, sua capacidade de formagéo
de biofilme Ihe confere protecdo contra o meio ambiente estranho e resisténcia
ao estresse fisico e quimico, aumentando assim sua viruléncia (GABRIEL;
RYCHLOWSKI, 2017; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). Fatores como producédo de
proteases e fosfolipases, capazes de promover destruicdo da membrana
celular do hospedeiro também sdo importantes, pois influenciam para um
processo infeccioso eficiente (AGUIAR, 2007; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).
Além disso, sua capacidade de formar micélio verdadeiro é de grande
importancia para sua disseminacdo (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010;
KARKOWSKA-KULETA; RAPALA-KOZIK; KOZIK, 2009).

As infeccBes por espécies ndo-albicans vem se tornando cada vez
mais relevantes devido ao maior potencial de resisténcia a antifingicos
empregados na pratica clinica, requerendo muitas vezes uma nova abordagem
antifangica. Além disso, algumas espécies apresentam maior viruléncia e
podem ser, inclusive, capazes de produzir biofime (COLOMBO; GUIMARAES,
2003; FRIDKIN; JARVIS, 1996; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

O conhecimento sobre a incidéncia de infec¢cdes por espécies de
Candida spp. € importante pois pode impactar na taxa de morbimortalidade dos
pacientes hospitalizados, auxiliar nas medidas necessérias para o seu controle,
diagnostico e tratamento (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a incidéncia de
microrganismos do género Candida spp. em hemoculturas de pacientes

atendidos em hospital oncolégico no sul do Brasil.

MATERIAL E METODO

Apds aprovacio pelo Comité de Etica do Hospital Erasto Gaertner sob
0 protocolo 2434/2015, parecer 1.181.747, foi realizado um estudo
experimental prospectivo pelo periodo de um ano a partir de Setembro de
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2015. Todas as analises foram realizadas no laboratério de Microbiologia
Clinica do Centro Universitario Autbnomo do Brasil — UniBrasil, com o0s
microrganismos cedidos pelo hospital oncoldgico da cidade de Curitiba-Parana
(PR), envolvido no estudo.

Os microrganismos encaminhados para o projeto foram previamente
recuperados pelo laboratério de microbiologia do hospital, a partir de amostras
de hemocultura de pacientes atendidos durante o periodo de realizagdo do
estudo.

A recuperacdo desses microrganismos pelo laboratorio foi realizada
apos incubacdo das amostras de sangue (coletadas segundo prescricdo
médica) a 35°C em frasco de hemocultura do equipamento BD BACTEC™
9120 Blood Culture System (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), de
acordo com as recomendacfes do fabricante.

No laboratério do hospital, todos os casos positivados foram repicados
em em lamina para a realizagdo da bacterioscopia por coloracdo de GRAM e
subcultivados em meio de cultura agar chocolate, sendo incubados a 35°C +
2°C, em tensdo de CO,, por até 48 horas em estufa bacteriolégica. Apos o
crescimento do microrganismo, uma aliquota foi transferida para uma placa de
agar triptona de soja (TSA) e encaminhado ao UniBrasil em caixa de isopor
com tampa em temperatura ambiente. Estes foram armazenados em
microtubos contendo 1,0 mL de skim-milk, autoclavados e congelados a - 20°C.

Ao término da coleta das amostras, os microrganismos foram
semeados em agar sabouraud dextrose (ASD) e agar cromogénico, para
verificar a pureza do crescimento microbiano, seu aspecto macromorfolégico e
para a discriminacao de espécie, seguindo interpretacdo conforme orientacdes
do fabricante do agar cromogénico. A discriminacdo de C. albicans, C. krusei e
C. tropicalis foi realizada pela coloracdo em agar cromogénico, que crescem
com coloracdo esverdeada, roxa/rosa e azul, respectivamente. Além disso, foi
realizado o exame direto em lamina, para a confirmacéo de levedura e o teste
do tubo germinativo.

Para a prova do tubo germinativo, inoculou-se uma coldénia isolada em

tubo de ensaio autoclavado contendo 0,5 mL de soro humano e incubado a
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37°C por 2 horas para posterior verificacdo da presenca da estrutura
correspondente ao tubo germinativo, o qual foi observado ao microscopio
optico em aumento final de 400 vezes.

Todos os dados obtidos foram transferidos para uma planilha eletronica
do EXCEL® (Windows 7), na qual foi realizado o célculo da incidéncia de
Candida spp. nas hemoculturas positivas de pacientes oncoldgicos, bem como

do numero e percentual de C. albicans e ndo-albicans.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante o periodo de setembro de 2015 a setembro de 2016 foram
liberados 3102 resultados de hemoculturas provenientes dos pacientes
atendidos no hospital oncolégico envolvido no estudo, sendo que, dentre estes,
271 (9%) foram positivos. Do total de hemoculturas positivas, em 146 (54%)
foram isolados cocos Gram-positivos, 87 (32%) bacilos Gram-negativos e 37
(14%) leveduras, segundo a classificagdo morfo-tintorial da coloracdo de
GRAM (Figura 1).

Obteve-se o isolamento de 37 leveduras, das quais foram isoladas 28
Candida nao-albicans de 17 pacientes diferentes e 9 Candida albicans de 9
pacientes diferentes.

Os resultados obtidos pelas caracteristicas macromorfolégicas das
colénias em agar cromogénico Candida (LABORCLIN) e pela prova do tubo
germinativo para as leveduras recuperadas no estudo, estdo descritos nas
figuras 2 e 3. Houve 100% de concordancia entre os resultados das duas
técnicas utilizadas.

Em 2015, Menezes et al. realizaram um estudo no Hospital de Clinicas
de Uberlandia em culturas de fluidos corporais com suspeita de candidiase,
sendo que 63 amostras foram positivas para Candida spp. Dentre os isolados,
18 (28,5%) foram identificados como C. albicans e 45 (72,5%) como espécies
nao-albicans (MENEZES, R.P et al., 2015), assemelhando-se aos resultados
obtidos em nosso estudo, no qual foram encontradas 9 (24%) C. albicans e 28

(76%) como Candida néo-albicans.

Anais do EVINCI — UniBrasil, Curitiba, v.3, n.2, p. 16-25, out. 2017

20



Tanto este como outros estudos anteriormente publicados
apresentaram dados préximos aos apresentados em nossa pesquisa, como
demonstra o estudo de Colombo et al., em 2007, no qual os autores
descreveram o predominio das espécies ndo-albicans em seis hospitais
brasileiros, demonstrando a emergéncia destas espécies em hospitais, onde
sua adaptacdo € facil, devido ao fato de sua resisténcia intrinseca a
antifingicos utilizados na pratica hospitalar (COLOMBO et al., 2006).

No entanto, € valido citar que no trabalho em questdo devemos
considerar a obtencdo de amostras repetidas de pacientes com candidemia,
provindos de sitios de coleta e/ou periodos diferentes, como um dos fatores
que pode ter causado a alta incidéncia de espécies ndo-albicans. Obteve-se o
isolamento de 37 leveduras, na qual foram isoladas 28 Candida n&o-albicans
de 17 pacientes diferentes e 9 Candida albicans de 9 pacientes diferentes.

Algumas instituicbes apresentaram, diferentemente do atual estudo,
maior incidéncia de C. albicans, como os estudos de Cortes et al., em 2014 e
Viana et al em 2012, demonstrando a importancia da investigacdo da
epidemiologia local (CORTES, REYES, GOMEZ et al., 2014; SAWADA;
NICOLUSSI, OKINO et al., 2004).

E importante salientar que o agar cromogénico utilizado no estudo é
aplicavel na identificacdo presuntiva de Candida albicans, Candida krusei e
Candida tropicalis, porém para a identificacdo das demais espécies do género
a utilizacdo de métodos mais eficazes € necessaria, pois ha baixa
discriminacdo de cor. Além disso, embora Candida albicans seja a principal
espécie recuperada de amostras clinicas com prova de tubo germinativo
positivo, Candida dubliniensis também €& capaz de produzir esta estrutura
sendo recomendada a utilizacdo de metodologias baseadas em protedmica ou
genbmica para diferenciacdo (ODDS; BERNAERTS, 2013; VIANA;
CARVALHO, 2012).

CONCLUSAO

A incidéncia de leveduras no total de hemoculturas positivas foi

compativel com dados levantados anteriormente no Brasil e no Mundo. No
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presente estudo houve maior incidéncia de espécies nao-albicans como
causadoras de infeccdo na corrente sanguinea, o que pode estar relacionado
com a melhor adaptacdo dessas espécies ao ambiente hospitalar por
possuirem resisténcia intrinseca a alguns antifingicos utilizados na pratica
médica e as condi¢des clinicas dos pacientes hospitalizados em hospital
oncoldgico.

As provas fenotipicas para identificacdo presuntiva de Candida
albicans demonstraram-se reprodutiveis, tendo 100% de correlacdo entre os
resultados obtidos pelo agar cromogénico e pelo tubo germinativo.

Por fim, ressaltamos que o conhecimento sobre a incidéncia de
infeccbes por espécies de Candida spp. € de suma importancia, pois seu
impacto na taxa de morbimortalidade dos pacientes oncolégicos € altamente
relevante, assim como no auxilio da rapida adequacdo de tratamentos
farmacoldgicos, tornando-os eficazes e aumentando a chance de recuperacao

dos pacientes.
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Figura 1 - Distribuicdo dos microrganismos conforme caracteristicas
morfotintoriais da coloracdo de Gram.

[0 Candida albicans (n=9)

[ Candida ndo albicans
(n=28)

Figura 2 - Distincédo das espécies de Candida spp isoladas no estudo pelo tubo
germinativo.

B Candida krusei (n=18)
B Candida albicans (n=9)
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Figura 3 - Distincao das espécies de Candida spp isoladas no estudo pelo agar
cromogénico
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