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Infeccbes fungicas nosocomiais correlacionadas a
Candida spp.: incidéncia e distribuicdo de espécies na
regiao metropolitana do Rio de Janeiro

Nosocomial fungal infections correlated to Candida spp.: Incidence
and species distribution in the metropolitan region of Rio de Janeiro

RESUMO

Marcelo Duarte Souza"'"* Candida sp. é o agente fungico mais frequentemente isolado e associado a altas taxas

Paulo Murillo Neufeld' de morbimortalidade em pacientes hospitalizados. Apesar de bem estabelecida, a epi-
demiologia dessas infeccdes tem apresentado grande variacdo em relacao a regiao e ao
periodo estudado. O objetivo desse trabalho foi avaliar a incidéncia e a distribuicdo de
espécies de Candida em quatro cidades da regido metropolitana do estado do Rio de
Janeiro, no periodo de 2013 a 2014. Um total de 100 cepas foi recuperado de diferentes
estabelecimentos de salde das areas investigadas. Para a identificacdo dos isolados,
foram utilizadas provas fenotipicas (macromorfologia em CHROMagar, producao de tubo
germinativo e clamiddsporos) e espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS). Dos isolados
encontrados, 68,0% pertenciam ao grupo de Candida nao-albicans e 32,0% pertenciam a
espécie Candida albicans. Em relacdo aos espécimes clinicos, 44,0% das cepas estudadas
foram isoladas de amostras de urina, sendo seguidas de hemocultura (13,0%). Neste
estudo, o setor hospitalar com a maior taxa de recuperacao flingica foi o Centro de
Tratamento Intensivo, com 40,0% dos isolamentos. Dentre as quatro regides avaliadas,
o municipio de Niterdi foi o que apresentou o maior percentual de recuperacéo (52,0%).
A comparacao entre as quatro metodologias de identificacao utilizadas demonstrou a
efetividade e a prevaléncia da técnica de MALDI-TOF/MS para o diagnostico de isolados
clinicos de Candida. A correta identificacdo dos agentes etiologicos tem impacto direto
na epidemiologia das infeccdes fungicas e, consequentemente, no manejo, controle e
tratamento de pacientes hospitalizados.

PALAVRAS-CHAVE: Candida; Infeccao Hospitalar; Epidemiologia; CHROMagar-Candida;
Tubo Germinativo; Clamidosporo; MALDI-TOF

ABSTRACT

Candida sp. is the most frequently isolated fungal agent and associated with high
morbidity and mortality rates in hospitalized patients. Although well-established, the
epidemiology of infections has shown wide variation in relation to the region and the

' Universidade do Estado do Rio de period studied. The objective of this study was to evaluate the incidence and distribution
Janeilro (UERJ), Rio de Janeiro, RJ, of Candida species in four cities in the metropolitan region of Rio de Janeiro state in the
Brasi

period from 2013 to 2014. A total of one hundred strains were recovered from different
" Universidade Federal do Rio de Janeiro health facilities of the investigated areas. For the identification of isolates, phenotypic

(UFRJ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil tests (micromorphology on CHROMagar, germ tube and chlamydospore production) and
mass spectrometry (MALDI-TOF/MS) were used. Of all the isolates, 68,0% belonged to the
Candida non-albicans group and 32,0% belonged to the Candida albicans specie. Regarding
clinical specimens, 44,0% of the studied strains were isolated from urine samples, followed
by blood culture (13,0%). In this study, the hospital sector with the highest fungal recovery
Recebido: 24 set 2015 rate was the Intensive Care Unit, with 40% of the isolates. Among the four evaluated

Aprovado: 27 out 2016 regions, the city of Niteroi was the one with the highest percentage of isolation (52,0%).
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The comparison between the four identification methods demonstrated the effectiveness and prevalence of MALDI-TOF/MS technique

for the diagnosis of Candida clinical isolates. The correct identification of the etiologic agents has direct impact on the epidemiology

of fungal infections and consequently, on the management, control and treatment of hospitalized patients.
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INTRODUCAO

As leveduras do género Candida sdo organismos flngicos com
grande distribuicdo na natureza'. Nos hospedeiros humanos,
colonizam pele e mucosas do trato gastrointestinal, urogenital,
retal e respiratdrio, existindo como comensais, sem causar qual-
quer dano ou enfermidade?.

A manutencéo desse estado comensal se deve a varios fatores, den-
tre os quais, a pele e mucosas intactas, ja que a queratina, a pre-
senca de mucinas, as imunoglobulinas, destacadamente a imunoglo-
bulina A, e as células do processo inflamatorio e defesa imunologica
fornecem uma barreira frente a penetracao dos fungos®. Somado a
isso, as inlmeras bactérias da microbiota, que competem por espaco
e substrato, também dificultam a adesao e a multiplicacdo flngica®.
Modificagdes no status de saude dos hospedeiros podem disparar a
invasado flngica, fazendo com que passem a uma fase espoliativa,
causando lesoes importantes que, inclusive, podem levar ao 6bito’.

Nos Ultimos anos, pelo grande avanco da tecnologia médica,
infeccdes invasivas por fungos da microbiota tém aumentado,
em decorréncia da maior sobrevida de pacientes hospitalizados,
que, a despeito de seus processos de base consumptivos, sofrem
as ingeréncias de tratamentos especializados agressivos®. Tais
tratamentos, muitas vezes, tornam os pacientes ainda mais sus-
ceptiveis as infec¢des fingicas, notadamente, aquelas determi-
nadas por Candida spp.”.

O estudo da histdoria natural das infeccoes hospitalares revela
uma preponderancia do género Candida, como agente causal.
Classicamente, Candida albicans era a espécie mais frequente,
respondendo por 80,0% a 90,0% dos casos®. No entanto, a taxa
de isolamento desse microrganismo tem diminuido, em funcao
da emergéncia de outras espécies, tais como Candida glabrata,
Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida lusitaniae, com-
plexo Candida parapsilosis (C. parapsilosis, Candida orthopsilosis,
Candida metapsilosis) e Candida tropicalis, indicando uma ten-
déncia de mudanca na etiologia das candidiases invasivas®. Essa
alteracao na etiologia tem sido atribuida a maior susceptibilidade
de C. albicans as drogas antiflingicas de uso clinico, quando com-
parada com as espécies nao-albicans, que, apesar da menor viru-
léncia, sao, a0 mesmo tempo, menos susceptiveis' 213,

No Brasil, a epidemiologia das infeccoes invasivas por Candida
spp. tem sido avaliada em estudos multicéntricos''. Recente-
mente, Candida spp. foi considerada a sétima causa mais preva-
lente de infecgao hospitalar no pais™. Numa investigacao ampla,
envolvendo pacientes pediatricos, Candida spp. foi o quinto
patégeno mais isolado de infeccdoes da corrente sanguinea’.
Nao obstante os dados nacionais acerca da epidemiologia dessas
infeccoes estarem mais estruturados, esses ainda sao escassos e
pouco consolidados em nivel regional’®.
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0 conhecimento da epidemiologia local das espécies de Candida
é importante para agoes especificas de manejo dos pacientes
criticos e para o estabelecimento da terapia apropriada, tendo
em vista algumas espécies serem intrinsecamente resistentes
a drogas de primeira linha como o fluconazol e a anfotericina
B, apresentarem variagdes na sua distribuicao geografica e na
sua susceptibilidade'”:1819:20,

O objetivo deste trabalho foi determinar a etiologia e a distri-
buicdo de espécies de Candida isoladas na regido metropolitana
do estado do Rio de Janeiro, empregando métodos morfologicos,
cromogénicos e protedmica de massas.

METODO

Microrganismos

Foi avaliado um total de 100 amostras de Candida spp., isoladas
de infeccdes superficiais e invasivas, no periodo de 2013 a 2014.
Inicialmente, as amostras foram recuperadas em laboratérios da
rede pUblica e privada, na regido metropolitana do estado Rio de
Janeiro. Esses laboratorios pertenciam a trés unidades de satde
da cidade de Niterdi, a duas unidades de salde da cidade de Sao
Gongalo, a uma unidade de salde da cidade de Duque de Caxias
e a duas unidades de saude, localizadas nos bairros do Méier
e da Vila da Penha, na cidade do Rio de Janeiro. Todos os iso-
lados clinicos foram previamente identificados, nas instituicoes
de origem, pelo menos em nivel de género, por técnicas morfo-
logicas e bioquimicas tradicionais. A confirmacao dessas identi-
ficagdes fungicas foi realizada no Servico de Micologia Clinica
do Laboratério de Salde Publica e Analises Clinicas Veterinarias
(LACVET) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ), empregando métodos morfologicos e cro-
mogénicos, e no Setor de Microbiologia do Laboratério Richet,
utilizando a protedmica de massas no formato Matrix-Assisted
Laser Desorption/ lonization Time-of-Flight - Mass Spectrome-
try (MALDI-TOF/MS). Para tanto, as amostras foram transpor-
tadas, as duas instituicdes mencionados, em tubos de ensaio
(13 mm x 100 mm) ou placas de Petri (90 mm x 15 mm) con-
tendo agar de cistina lactose deficiente em electrélitos (CLED,
Plast Labor, Brasil), agar sangue (Plast Labor, Brasil), agar cho-
colate (Plast Labor, Brasil) ou agar de Sabouraud dextrosado
(SDA) (Plast Labor, Brasil), de acordo com as recomendacoes
do Regulamento Sanitario para Transporte de Material Bioldgico
Humano da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)?"22,
Os dados relacionados ao género, sitios anatémicos e setores
hospitalares foram recuperados das requisicoes de exame dos
laboratorios clinicos das unidades de salde participantes da pes-
quisa que acompanhavam as amostras fngicas.
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Identificacdo das leveduras

Todas as 100 amostras enviadas foram subcultivadas em placas
de Petri (90 mm x 15 mm) contendo agar SDA (Plast Labor, Brasil)
e incubadas em temperaturas de 25°C e 37°C, por 24 a 96 horas,
para a determinacdo da pureza. De cada placa de Petri, coldnias
isoladas foram transferidas para tubos de ensaio (13 mm x 100 mm)
contendo agar SDA (Plast Labor, Brasil). A partir dessas culturas,
foi procedida a confirmacao das identificacdes. As metodolo-
gias do tubo germinativo?, producdo de clamiddsporos (técnica
de Dalmau)*, CHROMagar® e MALDI-TOF/MS?* foram emprega-
das para validar o diagnostico preliminar realizado nas unidades
de salde. Inicialmente, os isolados foram subcultivados em meio
CHROMagar-Candida (Plast Labor, Brasil), que é um meio seletivo
e composto de substratos cromogénicos, que, através da morfolo-
gia e pigmentacdo das colbnias, permite a identificacdo fungica.
As placas de Petri com CHROMagar (90 mm x 15 mm) foram incu-
badas a temperatura de 37°C, por 24-48 horas. Pela visualizacao da
morfologia colonial e da producéo de substancias cromogénicas no
meio, é possivel identificar C. albicans (verde), C. tropicalis (azul
petroleo), C. krusei (rosa) e C. glabrata (violeta).

As provas do tubo germinativo em soro sanguineo, incubadas a
37°C, por 1-3 horas, e da producdo de clamiddésporos em agar
cornmeal (Oxoid, Inglaterra) com tween 80 (Isofar, Brasil), incu-
badas a 37°C, por 48-96 horas, foram procedidas apenas para a
identificacdo de C. albicans. A leitura microscopica dessas provas
morfoldgicas, quando positivas, permite a observacdo de proje-
coes alongadas que surgem como hifas verdadeiras na célula de
levedura (tubo germinativo) e/ou a observacao de estruturas de
resisténcia de aspecto globoso (clamidosporos).

Apods a identificacdo morfoldgica e cromogénica, os isolados de
Candida spp. foram submetidos a identificacao pela proteémica
de massas, empregando a técnica de MALDI-TOF/MS. Para a extra-
cdo das proteinas, fragmentos das culturas de Candida spp. com
24-48 horas de incubacao foram transferidos para pocos de uma
placa de aco inox. Em seguida, sobre as culturas, foram adiciona-
dos 0,8 microlitros de acido formico (Vetec, Brasil) a 70,0%. Esse
material foi deixado secar e, posteriormente, foi adicionado mais
1,0 pL de Matriz Bruker (acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico - HCCA)

Tabela 1. Numero e distribuicao por género das espécies de Candida isoladas.
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(Bruker, Alemanha). A placa preparada para a analise foi, ent&o,
introduzida no espectrémetro Microflex LT MALDI-TOF/MS (Bruker,
Alemanha), para a identificacao dos isolados. Dentro desse equi-
pamento, a placa sofre uma irradiacao com laser, que vaporiza as
amostras e produz ionizacao de varias moléculas, que sao aspiradas
para um tubo de vacuo e levadas a um detector. Conforme a molé-
cula, o tempo de chegada ao detector (Time-of-Flight) é diferente.
Uma base de dados computadorizada interpreta e fornece o resul-
tado final. De acordo com os critérios de identificacdo de leveduras,
especificados pelo fabricante, os scores > 2,0 e entre 1,7 e 1,9 sao
considerados confiaveis para a identificacdo de espécie e género,
respectivamente, e os scores < 1,7 sdo considerados ndo confiaveis
para a identificacdo flngica. A consolidacao dos resultados encon-
trados foi realizada através do software Maldi Biotyper versao 2.0
(Bruker, Alemanha). Como controle da extracao e da leitura das
proteinas, foi utilizada a cepa Candida albicans (ATCC 10231).

RESULTADOS

Das 100 amostras fUngicas isoladas, C. tropicalis (38,0%), C. albicans
(32,0%) e C. parapsilosis sensu stricto (17,0%) foram as espécies
mais prevalentes. Candida guilliermondii (7,0%) e C. glabrata
(3,0%) formaram o outro grupo de espécies secundariamente mais
isoladas. Neste estudo, as espécies nao-albicans somaram 68,0%
de todos os isolamentos. Relativamente a distribuicao das espécies
entre os géneros, a maioria dos isolados clinicos foi recuperada de
pacientes do sexo feminino (54,0%). Para 10,0% dos isolamentos
ndo foi possivel a determinacdo do género. Levando-se em conta
apenas as espécies C. tropicalis e C. albicans, as taxas de isola-
mento no género feminino foram 37,0% e 33,3%, respectivamente.
Candida tropicalis (38,8%) e C. albicans (30,6%) foram também iso-
ladas, preponderantemente, em pacientes masculinos. A Tabela 1
apresenta as espécies isoladas e sua distribuicao entre os géneros.

Considerando a distribuicdo dos isolados filingicos estratifica-
dos por setor hospitalar, o Centro de Tratamento Intensivo (CTI)
foi a unidade com o maior percentual de isolamentos (40,0%),
seguida do Setor de Enfermaria (12,0%). No entanto, para 13,0%
dos isolamentos, as unidades hospitalares nao puderam ser
determinadas. No CTI, C. tropicalis (47,5%) e C. albicans (32,5%)
foram as espécies de leveduras mais isoladas, estando logo atras

Pacientes
Espécies M F ND N1;ot(a‘}:))
No. (%) No. (%) No. (%) ’

C. tropicalis 14 (38,8) 20 (37,0) 4 (40,0) 38 (38,0)
C. albicans 11 (30,6) 18 (33,3) 3(30,0) 32 (32,0)
C. parapsilosis sensu stricto 9 (25,0) 5(9,2) 3(30,0) 17 (17,0)
C. guilliermondii 2 (5,6) 5(9,2) - 7 (7,0)
C. glabrata - 3(5,6) - 3 (3,0)
C. krusei - 1(1,9) = 1(1,0)
C. dubliniensis - 1(1,9) - 1(1,0)
C. metapsilosis - 1(1,9) - 1(1,0)
Total 36 (36,0) 54 (54,0) 10 (10,0) 100 (100,0)

M: Pacientes do sexo masculino; F: Pacientes do sexo feminino; ND: Género nao determinado.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Vigil. sanit. debate 2016;4(4):97-110 | 99



PR

C. guilliermondii (5,0%) e C. glabrata (5,0%), na terceira posicao.
Na Unidade de Tratamento de Queimados (UTQ), C. tropicalis foi
a Unica espécie encontrada. Da mesma forma, apenas uma Unica
espécie (C. albicans) foi isolada na Unidade Neonatal (NEO), no
Centro Cirargico (CC) e na Unidade Coronariana (UC). A Tabela 2
mostra a distribuicao dos isolados de Candida por setor hospitalar.

Com relagao a distribuicdo das espécies estratificadas por sitio ana-
tomico, 44,0% dos isolados foram recuperados de amostras de urina,
tendo C. tropicalis (45,4%) e C. albicans (34,0%) como os organismos
mais encontrados. No conjunto, as amostras de trato respiratorio
somaram 14,0% dos isolamentos e C. tropicalis (57,2%) foi o principal
fungo recuperado. As hemoculturas forneceram 13,0% dos isolamen-
tos, sendo C. tropicalis (53,8%), C. albicans (23,1%) e C. parapsilosis
(23,1%) as espécies mais encontradas. Candida parapsilosis (50,0%)

Tabela 2. Distribuicdo dos isolados de Candida por setores hospitalares.
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e C. guilliermondii (33,3%) foram as leveduras mais prevalentes em
espécimes dermatologicos (12,0%). De cultura de ponta de cateter
(5,0%), foram ainda obtidas C. tropicalis (40,0%), C. albicans (40,0%)
e C. parapsilosis (20,0%). Para 10,0% dos isolados, a origem clinica
também nao pdde ser determinada. A Tabela 3 apresenta a distribui-
¢ao dos isolados de Candida por sitio anatémico.

Diferentes estabelecimentos de salde localizados em quatro
cidades da regiao metropolitana do estado do Rio de Janeiro
contribuiram para essa pesquisa. Dentre as regides geografi-
cas estudadas, o municipio de Niterdi apresentou o maior per-
centual de isolamentos, com 52,0% de todas as cepas encon-
tradas. Representado pelos bairros do Méier e da Vila da
Penha, o municipio do Rio de Janeiro foi a segunda regiao em
nimero de isolamentos fingicos (35,0%). As menores taxas de

Espécies cTl ENF DERM  EMER  AMB  UTQ  NEO cc uc PED ND Total
No. (%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%)  No. (%)
C. tropicalis 19 (47,5) 5(41,7) 2(18,2) 3(30,00 1(250) 4(100) 4(30,8)  38(38,0)
C. albicans 13(32,5) 5(41,7) 1(9,00 330,00 2(50,0) - 3(100) 1(100) 1(100) 1(100) 2 (154) 32 (32,0)
ScénF;ngfrsi"C’fos"s 12,5 183 4(36,4) 440,00 1(25,0) - - 6 (46,1) 17 (17,0)
C. guilliermondii 2 (5,0)  1(8,3)  4(36,4) - - - - 7(7,0)
C. glabrata 2 (5,0) - - - - - - 1(7,7) 3(3,0)
C. krusei 1(2,5) - - - - - - - 1(1,0)
C. dubliniensis 1 (2,5) - - - - 1(1,0)
C. metapsilosis 1(2,5) - - - - - - - - 1(1,0)
Total 40 (40,00 12 (12,0) 11(10,0) 10(10,00) 4(40) 4(40) 33,0 1(1,00 1(1,00 1(1,00 13(13,0) 100 (100,0)

CTI: Centro de Tratamento Intensivo; ENF: Enfermaria; DERM: Servico Dermatologico; EMER: Emergéncia; AMB: Ambulatorio; UTQ: Unidade de
Tratamento de Queimados; NEO: Unidade Neonatal; CC: Centro Cirdrgico; UC: Unidade Coronariana; PED: Pediatria; ND: Unidade ndo determinada.

Tabela 3. Distribuicdo dos isolados de Candida por sitio anatémico.

T O . C.t C.a c.p C. gui C.gla C. k C.d C.m Total
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Urina 20 (45,4) 15 (34,0) 2 (4,6) 2 (4,6) 3(6,8) 1(2,3) 1(2,3) 44 (44,0)
Sangue 7 (53,8) 3(23,1) 3(23,1) - - - - - 13 (13,0)
Quirodactilo - 1(12,5) 5 (62,5) 2 (25,0) 8 (8,0)
Secrecao traqueal 4 (66,6) 1(16,7) - - - 1(16,7) - 6 (6,0)
Ponta de cateter 2 (40,0) 2 (40,0) 1 (20,0) - - - - - 5 (5,0)
Secrecao nasal 2 (100) - - - - - 2 (2,0)
Liquido pleural 1 (50,0) 1 (50,0) - - - - - 2 (2,0)
Tecido dsseo 1 (50,0) 1 (50,0) - - - - 2 (2,0)
Escarro 2 (100) - - - - - 2 (2,0)
Bronco aspirado 1 (50,0) 1 (50,0) - - - - - 2 (2,0)
Fragmento de lesdo superficial 1 (100) - - - - - 1(1,0)
Halux 1 (100) - - - - 1(1,0)
Regiao inguino-crural 1 (100) - - - - - 1(1,0)
Raspado da regiao palmar 1 (100) - - - - 1(1,0)
Sitio nao determinado 1 (10,0) 6 (60,0) 3(30,0) - - - - - 10 (10,0)
Total 38 (38,0) 32 (32,0) 17 (17,0) 7 (7,0) 3(3,0) 1(1,0) 1(1,0) 1(1,0) 100 (100,0)

C. t.: Candida tropicalis; C. a: Candida albicans; C. p: Candida parapsilosis; C. gui: Candida guilliermondii; C. gla: Candida glabrata; C. k: Candida

krusei; C. d: Candida dubliniensis; C. m: Candida metapsilosis.
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recuperacao, contudo, foram observadas em Duque de Caxias
(8,0%) e Sao Goncalo (5,0%). A Figura 1 mostra as regides avalia-
das e o percentual de isolamento flngico.

Das 100 cepas isoladas, 72,0% foram identificadas, presuntiva-
mente, pelo CHROMagar-Candida. Do total geral, 38,0% eram
C. tropicalis, 33,0% eram C. albicans, 1,0% era C. krusei e os
outros 28,0% eram cepas que apresentaram colonias de colora-
cdo inespecifica, variando de branca a rosada. As identificacées
pela técnica do tubo germinativo e producdo de clamiddsporos
foram positivas para todas as cepas de C. albicans e C. dubli-
niensis. Empregando a técnica de espectrometria de massas
(MALDI-TOF/MS), foram encontradas as seguintes espécies: C. tro-
picalis (38,0%), C. albicans (32,0%), C. parapsilosis sensu stricto
(17,0%), C. guilliermondii (7,0%), C. glabrata (3,0%), C. krusei
(1,0%), C. metapsilosis (1,0%) e C. dubliniensis (1,0%). As maiores
concordancias entre os dois métodos foram observadas, porém,
em C. tropicalis (100,0%) e em C. krusei (100,0%) (Quadro 1).

Das 28 leveduras nao identificadas pelo CHROMagar-Candida,
o maior percentual (71,4%) apresentou coloracao rosa claro,
sendo essas: C. parapsilosis sensu stricto (70,6%), C. guilliermondii
(57,1%), C. glabrata (100,0%) e C. metapsilosis (100,0%). O restante
(28,6%) exibiu coloragdes rosa escuro, branca e violacea (Tabela 4).

No presente estudo, as cepas enviadas para analise foram prima-
riamente identificadas nas unidades de salde onde os isolamentos
flngicos foram realizados. Nessas instituicdes, foram identificadas
C. albicans (67), Candida sp. (11), C. tropicalis (10), C. parapsilosis
(5), C. krusei (6) e Candida peliculosa (1). No entanto, das 67 cepas
de C. albicans isoladas previamente, apenas 32 tiveram suas etio-
logias confirmadas pelo MALDI-TOF/MS. Das 11 cepas classificadas
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como Candida sp., foram identificadas quatro espécies (C. albicans,
C. guilliermondii, C. parapsilosis e C. tropicalis) pela protedmica
de massas. Nenhuma das seis cepas de C. krusei e a cepa de
C. peliculosa, recuperadas nessas unidades de saude, tiveram suas
identidades confirmadas. As dez cepas de C. tropicalis e as cinco
de C. parapsilosis formaram o Unico grupo de cepas flngicas envia-
das, que tiveram todos os isolados validados pela espectrometria de
massas. Dentre as técnicas, originalmente empregados para a iden-
tificacao dos isolados de Candida, a que apresentou maior discre-
pancia em relacao as identificaces fornecidas pelo MALDI-TOF/MS
foi a técnica do tubo germinativo (Quadro 2).

W Niteroi: 52,0%
[ Sao Gongalo: 5,0%
W Méier: 24,0%

[0 Duque de Caxias: 8,0%
[l Vila da Penha: 11,0%

Figura 1. Origem dos isolados fungicos por regides geograficas do estado
do Rio de Janeiro.

Quadro 1. Identificacao de Candidas spp. por CHROMagar-Candida e espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS).

Espécies CHROMagar-Candida MALDI-TOF/MS Concordancia
No. (%) No. (%) No. (%)
C. tropicalis 38 (38,0) 38 (38,0) 38 (100)
C. albicans 33 (33,0) 32 (32,0) 32 (97,0)
C. parapsilosis sensu stricto - 17 (17,0) -
C. guilliermondii - 7 (7,0) -
C. glabrata - 3(3,0) -
C. krusei 1(1,0) 1(1,0) 1 (100)
C. dubliniensis* - 1(1,0) -
C. metapsilosis - 1(1,0) -
*: identificada com Candida albicans em CHROMagar-Candida.
Tabela 4. Comportamento das leveduras com identificagao inconclusiva em CHROMagar-Candida.
Espécies Rosa claro Rosa escuro Branco Violécieo Total
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
C. parapsilosis sensu stricto 12 (70,6) 3(17,6) 1(5,9) 1(5,9) 17 (60,7)
C. guilliermondii 4 (57,1) 1(14,3) 2(28,6) 7 (25)
C. glabrata 3 (100,0) 3(10,7)
C. metapsilosis 1 (100,0) 1(3,6)
Total 20 (71,4) 4 (14,3) 1(3,6) 3(10,7) 28 (100,0)
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Quadro 2. Identificacao fungica original e reidentificacdo por MALDI-TOF/MS.

Identificacao original
(No. de cepas)

Reidentificacao’

Regido metropolitana (No. de cepas)

C. tropicalis (23)*
C. albicans (19)
C. guilliermondii (3)*
Niteroi? C. albicans (52) C. parapsilosis (3)*
C. glabrata (2)*
C. krusei (1)*
C. metapsilosis (1)*
C. albicans (2)
= . C. dubliniensis (1)*
2
Sao Goncalo C. albicans (5) C. glabrata (1)*
C. tropicalis (1)*
C. tropicalis (3) C. tropicalis (3)
Duaue de Caxias® C. albicans (2) C. albicans (2)
q C. parapsilosis (2) C. parapsilosis (2)
C. pelliculosa (1) C. tropicalis (1)*
C. albicans (8) C. albicans (8)
. . C. tropicalis(7) C. tropicalis (7)
5\1(21':2 D 4 C. parapsilosis (3) C. parapsilosis (3)
C. krusei (5) C. parapsilosis (5)*
C. krusei (1) C. tropicalis (1)*
C. guilliermondii (4)
Rio de Janeiro/Vila da . C. parapsilosis (4)
Penha* Candida sp. (11) C. tropicalis (2)
C. albicans (1)

Metodologia de identificacao: (1): MALDI-TOF/MS; (2): Tubo Germinativo;
(3): Vitek; (4): Nao determinada; *: discrepante com a identificacao original.

DISCUSSAO

Entre as infeccoes causadas por fungos em ambiente hospita-
lar, aquelas associadas a leveduras do género Candida sdo as
mais prevalentes'?. Nos Ultimos anos, as candidiases invasivas
se converteram em um sério problema de saude publica, pelo
progressivo aumento do niUmero de pacientes imunocomprome-
tidos, que, em decorréncia dos avancos na tecnologia médica,
tornaram-se extremamente susceptiveis a essas infeccoes?®?.

Na presente avaliacdao, Candida nao-albicans representou a
maioria dos agentes flngicos recuperados. Estudos longitudi-
nais, realizados em instituicoes isoladas e em contextos regio-
nais amplos, tém documentado a emergéncia de varias espécies
nao-albicans, bem como seu potencial para o desenvolvimento de
resisténcia as drogas antiflingicas de uso clinico®®*'. Claramente,
o perfil variavel de susceptibilidade tem sido o principal fator
de risco ligado a esse grupo de patdgenos®?3*3*4. Em particular,
resisténcias secundarias sdo um dos fendmenos mais frequente-
mente observados e um dos determinantes de falhas terapéu-
ticas mais importantes’>3¢. Nesse contexto, a avaliacdo acerca
da distribuicdo das espécies de Candida deve ser procedida,
para o estabelecimento de praticas de intervencao especificas”.
Apesar da distribuicdo das espécies sofrer influéncia da regido
de isolamento e do periodo de tempo avaliado®, outras inves-
tigacées confirmam os achados aqui apresentados. Nesse sen-
tido, altas taxas de isolamento para Candida nao-albicans foram
relatadas por Pfaller et al.”, Nucci et al.”, Farias-Ramos et al.*
e Liu et al.*%, em amplos estudos multicéntricos internacionais.
Igualmente, no Brasil, elevados percentuais de recuperacao de
espécies nao-albicans foram informados por diversos autores em
diferentes regides do pais™ 6442,
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No estudo em tela, o género feminino foi o mais acometido.
A literatura internacional, a partir de dados multicéntricos,
no entanto, tem relatado uma maior prevaléncia do género
masculino nas candidiases hospitalares*#4, Estudos brasileiros
tém também confirmado essa caracteristica demografica'*447,
Candida tropicalis e C. albicans foram as leveduras mais iso-
ladas nesse grupo de pacientes, o que parece estar de acordo
como relatado por outros autores'*. Nessa investigacao,
considerando o género masculino, observou-se, igualmente,
a prevaléncia de C. tropicalis e C. albicans. Relativamente aos
pacientes hospitalizados, o isolamento desses agentes fungicos
tem sido bem documentado®-°.

Nos servicos hospitalares avaliados, CTl, Enfermaria, Derma-
tologia e Emergéncia foram as unidades que apresentaram o
maior nimero de cepas recuperadas. Inversamente, as uni-
dades com o menor nimero de isolamentos foram UTQ, NEO,
CC e UC. Nao obstante as unidades ambulatoriais terem exi-
bido percentuais de isolamento mais elevados, de fato, o iso-
lamento flngico é mais critico nas unidades de tratamento
intensivo, ja que os pacientes sdo, em geral, imunocompro-
metidos e, consequentemente, susceptiveis as intercorrén-
cias infecciosas®'. Nas unidades CTI, UTQ, NEO, CC e UC,
C. tropicalis, C. albicans, C. parapsilosis e C. guilliermondii
foram as leveduras mais encontradas. Mesmo levando em
conta as diferencas epidemiologicas, C. albicans, C. parapsi-
losis e C. tropicais sdo as espécies mais prevalentes em todo
o mundo'. No Brasil, dependendo da regido pesquisada, das
caracteristicas clinicas dos pacientes e das condutas médicas
locais, ha uma alternancia no ranking de isolamento, con-
tudo, essas trés espécies estdo, frequentemente, presen-
tes'>1420, Apesar de exibir taxas mais baixas de recuperacao,
C. guilliermondii tem sido considerada uma espécie emer-
gente, em muitos estudos®>5354,

Neste trabalho, a maioria das espécies de Candida foi recu-
perada de amostras de urina. Candida tropicalis e C. albicans
foram as principais leveduras encontradas. Diversos estudos tém
informado um grande nimero de isolamentos de Candida spp.
de urina de pacientes hospitalizados, sendo que C. tropicalis e
C. albicans, juntamente com C. glabrata, tém sido as espécies
mais relatadas, na literatura®5’, Qutros sitios ndo estéreis
foram quirodactilos, secrecédo traqueal, secrecao nasal, escarro,
aspirado bronco-pulmonar, halux e regido inguino-crural. Nes-
ses sitios, em conjunto, foram recuperadas, majoritariamente,
Candida nao-albicans. Corroborando estas casuistica, ha um
consideravel nimero de investigacdes envolvendo hospitais ter-
ciarios brasileiros'®®5¢, Apesar dos sitios ndo estéreis terem
sido a maior fonte dos isolamentos, eles tém sido considerados
de importancia relativa para o diagnostico de infeccao®'. Toda-
via, como infeccdes invasivas podem ser decorrentes da micro-
biota do proprio paciente, o isolamento de fungos de sitios ndo
estéreis pode apresentar algum valor preditivo para infeccoes
do ambiente hospitalar®2¢%4. Com relacao a isso, alguns autores
tém informado que infeccbes do trato urinario inferior podem
estar associadas com a ocorréncia de candidemias®¢.
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Dos sitios estéreis, C. tropicalis, C. albicans, C. parapsilosis e
C. guilliermondii foram as mais isoladas de hemocultura, cateter,
liquido pleural e tecido 6sseo. Para esse grupo de fungos, também
houve preponderancia de espécies ndo-albicans. Relativamente a
hemocultura e ao cateter, esses sao uma das mais importantes
fontes de agentes fungicos no ambiente hospitalart”-¢. A hemocul-
tura, inclusive, é considerada o principal marcador desse tipo de
infeccao®. Levando em conta particularmente os dispositivos de
suporte e manejo de pacientes criticos, sao os cateteres um dos
principais veiculos de infeccao da corrente sanguinea, o que leva
ao aumento do periodo de internagdo, maior taxa de morbimorta-
lidade e custos de hospitalizacao mais elevados™.

Nessa casuistica, a cidade de Niteroi foi a que contribuiu com
o maior nimero de isolados fingicos. Somada com a cidade
de Sao Goncalo, a taxa de isolamento, de ambas as cidades,
atingiu quase 60,0%, quando comparadas com as cidades do Rio
de Janeiro e Duque de Caxias. Candida tropicalis foi também
a levedura mais isolada, seguida por C. albicans. As espécies
emergentes, como C. guilliermondii, foram indistintamente
isoladas nas areas investigadas. Importa mencionar, todavia,
que os estudos relacionados a distribuicao das espécies de Can-
dida, na regidao em tela, sdo escassos e pouco consolidados'®.
A maioria dos estudos nacionais nao destaca a realidade local
da regiao metropolitana do Rio de Janeiro, sendo os dados
apresentados em conjunto com aqueles de outras regioes e
de forma global?“!7!, Como a epidemiologia das infec¢coes por
Candida spp. pode variar dependendo da regido geografica',
avaliacOes locais devem ser procedidas, para que o reconheci-
mento das diferencas na incidéncia, populacao de risco, distri-
buicao das espécies e susceptibilidade aos antifingicos permita
o estabelecimento de medidas adequadas de controle e manejo
das infecgOes, especialmente, no que tange a profilaxia e pro-
pedéutica antifingica', bem como no que se refere a alocacao
de recursos governamentais'.

O conhecimento sobre a epidemiologia das infeccoes por
Candida spp. passa, invariavelmente, pela correta identifi-
cacao das espécies fungicas e pela eventual determinacao
de seus perfis de susceptibilidade as drogas de uso clinico?.
A avaliacao da eficiéncia dos métodos empregados para a
identificac&o flngica é de extrema relevancia para o sistema
sanitario brasileiro, pois o diagnostico das infeccdes invasi-
vas é, ainda, deficiente, na maioria dos hospitais do pais’.
Para a confirmacao das identidades dos agentes infecciosos
estudados, foram utilizadas as técnicas de tubo germina-
tivo?, producédo de clamidosporos?*, CHROMagar-Candida® e
protedmica pelo MALDI-TOF/MS?*. O CHROMagar-Candida é
um meio adequado para a identificacdo presuntiva de can-
didiases determinadas, principalmente, por C. albicans, pois
permite que essa espécie seja separada das nao-albicans,
com alto grau de confiabilidade?. O fato de C. albicans ser
a espécie mais prevalente em infeccdes hospitalares confere
ao CHROMagar-Candida grande importancia diagndstica’.
Relativamente as espécies de Candida nao-albicans, essas
apresentam resposta variavel no meio cromogénico, em
funcdo do comportamento da espécie fungica em analise™.
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Desse grupo, C. krusei e C. tropicalis sao as espécies que,
claramente, apresentam melhor desempenho’. Na presente
avaliacao, C. albicans (C. dubliniensis), C. tropicalis e C.
krusei foram corretamente identificadas, exibindo seus pig-
mentos caracteristicos. Para essas trés espécies, taxas de
sensibilidade e especificidade de 93,8% a 100,0% tém sido
descritas’®7’7%, No entanto, no caso das outras espécies de
Candida, a pigmentacao produzida nao permitiu que a identi-
ficacao fosse procedida, tendo em vista serem inespecificas e,
desse modo, inconclusivas. De fato, a literatura tem relatado
que o CHROMagar-Candida é pouco efetivo na separacao da
maioria das espécies nao-albicans™. Mesmo nao sendo consi-
derado um método definitivo de identificacao, sua efetividade
na identificacao presuntiva de C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei permite sugerir seu uso como um guia para decisoes
clinicas e avaliagGes sanitarias relacionadas a esses agentes”.

A exemplo do CHROMagar-Candida, as provas do tubo germina-
tivo e da producéo de clamiddsporos foram também procedidas
com a finalidade de se confirmar as identificacbes previamente
realizadas nos laboratorios de origem das cepas. Ambas as pro-
vas sdao empregadas apenas para a identificacdo morfologica
de C. albicans, ja que essa espécie é a Unica que, consisten-
temente, produz tais estruturas®. No estudo em tela, todas as
cepas de C. albicans, inclusive C. dubliniensis, produziram tanto
tubo germinativo quanto clamiddsporo. Apesar de restrita a uma
Unica espécie, a preponderancia clinica de C. albicans justifica o
emprego da prova do tubo germinativo®'. A ocorréncia de falso-
-negativos, todavia, limita seu uso como Unico método de iden-
tificacao® 8. Assim, para a confirmacao de C. albicans, quando
ndo ha a formagéo de tubo germinativo, esta indicada a reali-
zacao da prova do clamiddsporo®. No entanto, falsos-negativos
podem também ocorrer nessa outra prova morfoldgica®2. Como
os fatores que induzem a formacéao de tubo germinativo e a pro-
ducdo de clamiddsporos séo distintos, as duas provas devem,
preferencialmente, ser de emprego complementar® e, a prin-
cipio, utilizadas apenas como metodologias de diagndstico pre-
suntivo®. No presente trabalho, houve total concordancia entre
os resultados obtidos no CHROMagar-Candida, tubo germinativo
e clamidosporos, no que se refere a identificacdo de C. albicans.
Para diminuir as inconsisténcias de resultados, ambas as provas
cromogénicas e morfologicas devem estar contempladas em pro-
tocolos associados®®.

Apesar dos métodos tradicionais serem mais utilizados nos labo-
ratorios de microbiologia, a deteccao, diferenciacéo e identifica-
¢ao dos fungos pode se apresentar ambigua®’. Com essa situacao,
novas tecnologias de diagnostico representam uma alternativa
valida, ja que aumentam a sensibilidade e a especificidade na
identificacdo, reduzindo a subjetividade inerente aos métodos
tradicionais®. Em decorréncia disso, a utilizacdo da espectrome-
tria de massas por MALDI-TOF/MS, para o diagndstico de isola-
dos fungicos, tem tido grande apelo®. De fato, o MALDI-TOF/MS
tem demonstrado ser uma técnica rapida, confiavel, segura e
econdmica, bem como de aplicacdo direta nos laboratérios de
micologia clinica®.
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Na presente casuistica, todas as cepas de Candida estudadas
foram submetidas a técnica de MALDI-TOF/MS, sendo pronta e
inequivocamente identificadas. Varios autores tém relatado,
igualmente, a efetividade dessa técnica na identificacao de
leveduras de interesse médico®-88%, A capacidade de dife-
renciar os agentes fungicos ao nivel de subespécie tem sido
outra importante habilidade demonstrada em diversos tra-
balhos®-9293%4, Dentre as leveduras identificadas nesta inves-
tigacao, destacam-se C. dubliniensis e C. metapsilosis. Esse
é um achado significativo porque o método padrao para a
determinacdo da etiologia de ambas as espécies é a biolo-
gia molecular, ja que as provas fenotipicas tém uso limitado,
por serem, com frequéncia, inconclusivas®. Em relacdo a
C. dubliniensis, o MALDI-TOF/MS tem se mostrado uma técnica
bastante efetiva na separacédo de C. albicans®'. A importancia
disso reside no fato de que, por serem proximamente relacio-
nadas e apresentarem padroes diferentes de susceptibilidade
aos antifungicos, a diferenciacdo entre essas duas levedu-
ras apresenta extrema dificuldade e consideravel importan-
cia clinica®®?®. Candida parapsilosis é um outro agente fin-
gico cuja diferenciacdo com espécies filogeneticamente
associadas tem sido também possivel com a aplicacdo do
MALDI-TOF/MS?®. Para essa espécie, a separacao com Candida
orthopsilosis e Candida metapsilosis é, igualmente, de difi-
cil execugao, por testes baseados em bioquimica, sendo, por
isso, realizada apenas através da biologia molecular®. No caso
de C. metapsilosis, a literatura tem relatado o bom rendi-
mento da técnica de MALDI-TOF/MS na identificacao e sepa-
racao desse agente®'%.1%  Considerando que C. dubliniensis
e C. metapsilosis sao leveduras emergentes e relacionadas
as candidiases invasivas, as quais apresentam, normalmente,
tendéncia a resisténcia a quimioterapia antifingica, altas
taxas de mortalidade e custos hospitalares elevados, um diag-
noéstico rapido, sensivel e especifico é fundamental para um
melhor manejo dos pacientes criticos?. Importa mencionar
que, muitas vezes, percentuais de mortalidade mais elevados
estao, exatamente, associados a dificuldades na determina-
cao das etiologias das infeccbes por Candida?'%2,

Nesta pesquisa, quando comparados os resultados facilitados
pela técnica de MALDI-TOF/MS com aqueles obtidos através
dos métodos cromogénicos e morfolégicos foram observadas
discrepancias na identificacdo de alguns agentes. Resultados
discordantes entre o MALDI-TOF/MS e os métodos convencio-
nais, todavia, tém sido também relatados por outros auto-
rest® 102,103,104 A menor capacidade discriminativa dos métodos
convencionais, principalmente em relacdo as espécies com
grande proximidade genética, é uma das bases das diferen-
cas encontradas com a técnica do MALDI-TOF/MS'02.103,105 Fssas
diferencas podem ocorrer, ainda, em funcao de culturas aci-
dentalmente contaminadas, alteragdes sutis das caracteristi-
cas bioquimicas ou do padrao de assimilacdo de carboidratos
e subjetividade na interpretacao dos resultados das analises
morfoldgicas®. A auséncia de uma determinada espécie fun-
gica na base de dados do MALDI-TOF/MS é outra fonte de erro
entre os métodos®1%,
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Discrepancias importantes foram observadas quando compara-
¢oes foram feitas entre as identificacdes realizadas nas institui-
coes de origem dos isolados clinicos e as identificacdes produ-
zidas nas instituicdes da presente pesquisa (UFRJ e Laboratério
Richet). Das 52 cepas identificadas como C. albicans, na cidade
de Niterdi, pelo método do tubo germinativo, apenas 19 foram
confirmadas pelo MALDI-TOF/MS, sendo o restante classifi-
cado dentro de outras espécies de Candida. O mesmo acon-
teceu, em Sao Gongalo, onde, das cinco cepas identificadas
como C. albicans, também pelo método do tubo germinativo,
somente duas foram confirmadas como C. albicans pela técnica
do MALDI-TOF/MS. Tubos germinativos representam a iniciali-
zacao de uma hifa verdadeira, que se desenvolve a partir da
célula de levedura, diferindo das pseudohifas por apresentarem
paredes paralelas e auséncia de constriccées'’. Como C. albi-
cans (C. dubliniensis) é a espécie que produz tubos germinati-
vos de forma consistente, possivelmente, um erro na avaliacao
microscopica dos resultados tenha ocorrido no laboratorio dos
isolamentos. Na realidade, as pseudohifas podem ser conside-
radas, equivocadamente, como tubos germinativos, pela seme-
lhanca morfologica entre essas duas estruturas filamentosas,
levando ao diagnostico incorreto. Somado a isso, a literatura
relata que falsos positivos para C. albicans podem, de fato,
ocorrer em percentuais de 1-2% em espécies como C. tropicalis
e C. parapsilosis®'-#1%, Arranjos da morfologia celular seme-
lhantes a estruturas filamentosas podem ter sido também as
causas da discrepancia na identificacdo de C. glabrata que, na
instituicao onde foi isolada, empregando a prova do tubo germi-
nativo, foi considerada como C. albicans, apesar de C. glabrata
ndo ser capaz de produzir nenhum tipo de filamentacao'®'°,

Importa mencionar ainda que divergéncias foram encontradas
quando se confrontou a prova do tubo germinativo realizada
nos laboratorios dos isolamentos primarios com a mesma prova
realizada no laboratorio onde foi executada a presente investi-
gacao. No lado notorio do estudo, apenas as leveduras que efe-
tivamente eram C. albicans (C. dubliniensis) demonstraram a
capacidade de produzir tubo germinativo, o que correspondeu
a 22 das 57 cepas consideradas com C. albicans pelas unidades
de salide de Niterdi e sdo Gongalo. Para as outras 35 cepas, pela
semelhanca de morfologia, a presenca de pseudohifas ou de
arranjos celulares pode ter sido interpretada como tubos germi-
nativos, induzindo ao diagndstico equivocado"'.

Ao se comparar as identificacoes procedidas primariamente nas
cidades de Duque de Caxias e do Rio de Janeiro (Méier), as discre-
pancias entre os testes bioquimicos realizados em aparelho Vitek
e a técnica de MALDI-TOF/MS foram claramente menores. Esses
resultados estao em linha com o que foi encontrado por Stefaniuk
et al.", que relataram alta correlacdo entre esses dois métodos.
Em Duque de Caxias, apenas C. pelliculosa nao apresentou concor-
dancia com o MALDI-TOF/MS, que a identificou como C. tropicalis.
De acordo com Svobodova et al.'3, todas os isolados identificados
bioquimicamente como C. pelliculosa foram também reclassifi-
cadas em outra espécie de Candida, pelo MALDI-TOF/MS. No Rio
de Janeiro, por sua vez, somente as cepas de C. krusei nao se
mostraram concordantes com a identificacao do MALDI-TOF/MS,
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que as considerou como C. parapsilosis ou C. tropicalis. Da mesma
forma, Galan et al." e Martinez-Lamas et al.""®, empregando a
técnica do MALDI-TOF/MS, reclassificaram os isolados de C. kru-
sei dentro de diferentes taxa. De acordo com Kim et al."", o uso
de métodos bioquimicos pode produzir identificagdes incorretas,
pois os perfis bioquimicos de certos isolados clinicos apresentam
minimas diferencas.

CONCLUSOES

Como em outros estudos, Candida nao-albicans foi preponde-
rante, sendo o CTI o setor hospitalar com o maior nimero de
isolamentos?!3340:5, Espécies emergentes como C. dublinienis e
C. metapsilosis foram isoladas e suas etiologias foram determi-
nadas apenas pela espectrometria de massas, ja que os métodos
fenotipicos tradicionais tém baixo poder discriminativo®9%%101,
Apesar desses métodos tradicionais serem amplamente utiliza-
dos na rotina dos laboratorios de micologia clinica', resulta-
dos inconclusivos sao frequentemente relatados?’. Provas mor-
fologicas trazem subjetividade na interpretacdo dos dados,
0 que pode levar a ambiguidades e a uma baixa concordancia
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