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Infecgdes oportunistas causadas por espécies de Candida tem aumentado
susbstancialmente nos ultimos 15 anos, tornando-se um problema cada vez maior em
pacientes com cdncer, especialmente entre receptores de transplante de medula Ossea.
Esse aumento tem sido largamente atribuido a neutropenia prolongada, ruptura da barreira
mucosa por intensiva quimioterapia, uso de cateteres e antibidtico de amplo espectro,

terapia com ciclosporina, DECH., hiperalimentag@o e estendidos periodos de hoapitalizagdo.

C. albicans é isolada em cerca de 70 a 80% dos pacientes infectados, enquanto
que, o isolamento e outras espécies de Candida era pouco frequente. Entretanto, dados mais
recentes, relatam um aumento no isolamento de espécies ndo albicans, especialmente

C. glabrata, C. tropicalis (5 a 8%), C. parapsilosis € C. krusei.

Neste estudo foi possivel observar alguma variagdes na incidéncia de
C. albicans, com acentuado decréscimo nos anos de 1999 e 2000, que coincide com um

aumento no isolamento de C. glabrata, assim como de C. krusei, no ultimo ano.

A colonizagdo do trato gastrintestinal e outras regides corporeas de modo geral
precedem as infecgdes sistémicas. Sendo a colonizagdo em multiplos locais, em contraste
a colonizag¢io em um tnico local, altamente preditiva para candidiase invasiva em pacientes

neutropénicos.

Avaliando a colonizac@o por espécies de Candida em pacientes hematologicos,
submetidos ou ndo a transplante de medula 6ssea, no periodo de 1996 a 2000, foi possiel
observar um predominio de C. albicans em SOF, SANAL , ESC e SNF. C. glabrata e
C. krusei foram mais frequentemente isoladas de SANAL e SOF. Cepas de C. parapsilosis
predominaram em SOF, SNF, SANAL e CAT, enquanto que C. tropicalis em SOF,
SANAL e SNF.

Teste de suscetibilidade a antifingicos foram realizados pelo método de
microdilui¢do em caldo, de acordo com NCCLS M27-A (1997). De modo geral frente a
fluconazol, 94% das cepas de C. krusei e 46,8% das de C. glabratta podem ser
consideradas resistentes. Cem por cento das cepas de C. lusitaniae e 66,7% das de
C. tropicalis sao SDD. Frente a itraconazol, 72,3% das cepas de C. glabrata € 29,4% das de
C. krusei podem ser consideradas resistentes. Cinquenta por cento das cepas de
C. lusitaniae e 47% de C. krusei sao SDD. Com relagio a anfotericina B, 29.4% das cepas
de C. krusei podem ser consideradas resistentes.
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1. INTRODUCAO



1.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS FUNGOS

Do final do século XVIII até meados do século XX, os fungos eram incluidos
no Reino Plantae ou Vegetalia, provavelmente porque alguns deles eram estruturalmente
parecidos com os vegetais superiores. Em 1969, Whittaker e colaboradores, evidenciando o
fato de que os fungos ndo atendiam caracteristicas basicas para permanecerem no reino
vegetal, uma vez que ndo possuiam pigmento fotossintético, apresentavam parede de
quitina e ndo de celulose e, finalmente armazenavam glicogénio e ndo amido, sugeriram a

criagdo de um reino a parte, o reino Fungi (SIDRIN & MOREIRA, 1999).

Os fungos sdo seres eucaridticos, isto €, possuem membrana nuclear que
envolve os cromossomos e o nucléolo. A célula fingica apresenta algumas organelas como:
reticulo endoplasmatico. aparelho de Golgi, vesiculas mitocondriais e vactolos
(SIDRIN & MOREIRA, 1999).

Possuem ainda, duas estruturas morfologicas distintas: filamentosa e
leveduriforme. A unidade microscopica fundamental dos fungos filamentosos ¢ uma
estrutura filiforme denominada hifa. Um conjunto de hifas forma o micélio. A porgéo do
micélio que penetra no substrato, ou meio de cultura, ¢ o micélio vegetativo; a por¢do do
micélio que se projeta acima do substrato forma o micélio aéreo ou reprodutivo

(KONEMAM e cols, 1993).

As leveduras s3o unicelulares e se distinguem dos fungos filamentosos por
apresentarem uma forma de reproducédo celular diferenciada, isto €, se reproduzem por
brotamento. Suas células sdo geralmente ovais ou arredondadas, podendo algumas vezes
apresentar formas alongadas e irregulares. A cultura ¢ umida, cremosa e de textura
membranosa, podendo as colonias serem hialinas, coloridas ou pretas
(pela pigmentagio produzida na presenga de melanina). Algumas podem produzir capsulas
(SIDRIN & MOREIRA, 1999, LARONE , 1995, MURRAY, 1999).

Uma caracteristica importante das leveduras é a formagdo de pseudo-hifas,
onde os blastoconidios sdo formados de maneira linear sem separagdes. Essas estruturas sdo
formadas por motivos ainda ndo bem explicados, mas que alguns autores relacionam com a

viruléncia da espécie (LARONE, 1995, MURRAY, 1999, SIDRIN & MOREIRA, 1999).
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Embora haja muitos géneros e centenas de espécies de leveduras, somente
10% produzem doengas nos seres humanos e animais. Geralmente sdo identificadas pela
observagdo microscopica e macroscopica das suas estruturas. Os testes bioquimicos sdo
utilizados para auxiliar na identificacdo a nivel de espécie (LARONE , 1995,
MURRAY, 1999, LUNEL e cols, 1999).

As leveduras do género Candida sio ubiquas e usualmente confinadas a
reservatorios humanos e animais, podendo ser recuperadas do solo, alimentos e ambiente
hospitalar. S3o habitantes normais do trato genital feminino e gastrointestinal, podendo
causar doengas em pacientes imunodeprimidos, sendo portanto considerados patdgenos
oportunistas (MURRAY, 1999).

1.2. ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Infec¢des oportunistas causadas por espécies de Candida tém aumentado
substancialmente nos tltimos 15 anos, tornado-se um problema cada vez maior em
pacientes com cancer, especialmente entre os receptores de transplante de medula Ossea
(WRIGHT & WENZEL, 1997, HOVI e cols, 2000).

Até 1960, os relatos de infecgdes fungicas limitavam-se a casos esporadicos.
Uma revisdo da literatura realizada em 1964, revelou apenas 48 relatos de candidiase
disseminada. No Brasil, NUCCI e cols, (1998). observaram um aumento de 3 para 19% na
frequéncia de infecoes fingicas em pacientes com cancer. Esse aumento tem sido
largamente atribuido a neutropenia prolongada, ruptura da barreira mucosa por intensiva
quimioterapia, uso de cateteres e antibioticos de amplo espectro, terapia com ciclosporina,
doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH), hiperalimentagéo e longos periodos de
hospitalizagdo (MOMIM e cols, 1995, HOVI e cols, 2000).

A neutropenia € o principal fator de risco para desenvolvimento de infecgoes
graves em pacientes com cincer, pois os neutréfilos representam a linha de defesa primaria
contra uma série grande de patogenos (HOPPE e cols, 1995, Lacaz & Machado 2000).
Altas doses de quimioterapia, bem como, o regime preparatorio antes do transplante,
resultam na granulocitopenia, até o transplante, e a imunossupressio celular e humoral, que
S€ recupera com o tempo. Terapia imunossupressora é usada apés 0 TMO nos receptores de

enxerto alogénico para prevenir a DECH (MOMIM e cols, 1995).
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SABLE & DONOWITS (1994) separam diferentes periodos de risco para
infec¢bes durante transplante. Durante o periodo pré-transplante, do dia -10 até 0,
o risco de infecgOes fiingicas € baixo. O periodo pos-transplante imediato ou pré enxertia,
que vai do dia 10 ao 15 para autélogos, e 20 ao 30 para alogénicos, estd associado com
aumento no risco de infec¢des fungicas invasivas. Durante o periodo pds-transplante
precoce ou recente , que vai até o dia +100, podem ocorrer infecgdes por fungos
filamentosos e espécies de Candida. Durante o periodo pos-transplante tardio, ou seja, apos
o dia +100, infecgdes fungicas sistémicas nfo sdo comuns e, candidiase de orofaringe € a
infeccdo fiingica mais frequente. A incidéncia dessas infec¢des tem sido relatada em
21% dos receptores cuja neutropenia se estende por 3 semanas ou mais, comparadas com

57% quando a neutropenia  permanece por 6  semanas ou  mais
(LORTHOLARY & DUPONT 1997).

Oitenta por cento das infecgdes em pacientes neutropénicos sdo causadas por
microrganismos que colonizam o local, a partir do qual as infecgdes se desenvolvem.
Aproximadamente 50% dessas infecgdes sdo causadas por germes que colonizam o
paciente antes de sua internacdo no hospital. As principais portas de entrada para infec¢oes

nesses pacientes sdo pele, trato respiratério superior e trato gastrointestinal

(LACAZ & MACHADO, 2000).

O dano a mucosa da orofaringe pelo uso de drogas citostaticas agressivas,
facilita a colonizagio e subsequente infecgao por espécies de Candida, assim como, 0 uso
de antibi6ticos de amplo espectro altera, tanto a composi¢do quanto o balango ecologico da
microbiota do trato digestivo, geralmente colonizado por um grande numero de bactérias e
leveduras. Isto leva a uma colonizagio por microrganismos exogenos, € um crescimento
ilimitado de microrganismos enddgenos, potencialmente patogénicos (GUIOT 1992,
FERRA e cols 1994).
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A colonizagdo em multiplos locais, em contraste a colonizagdo em um tnico
local, € altamente preditiva para candidiase invasiva em pacientes neutropénicos
(LORTHOLARY & DUPONT 1997). Em um estudo realizado por REAGAN e cols
(1990), entre pacientes com malignidade hematolégicas e TMO, foi demonstrado que a
colonizagdo e subsequente infecgdo por espécies de Candida foi idéntica em 94% dos
pacientes. A inser¢do de cateter venoso central predispde pacientes neutropénicos a
fungemia, especialmente aqueles que estio recebendo nutricio  parenteral
(SCHMID e cols, 1995).

No Brasil, foi realizado um estudo envolvendo 3000 pacientes internados em
seis hospitais de trés cidades diferentes, onde 63% dos episddios de candidemia foram
causados por espécies de Candida ndo albicans, dentre estes 25% por C. parapsilosis e
24% por C. tropicalis (COLOMBO e cols, 1999).

A fungemia causada por C. parapsilosis é mais comum em pacientes que estdo
recebendo nutrigdo parenteral e fazendo uso de cateter venoso central, provavelmente pela
sua capacidade de aderir a dispositivos inanimados e de proliferar em altas doses de glicose
(BRANCHINI e cols, 1994, WRIGHT & WENZEL, 1997, LUNEL e cols, 1999).

Nos Estados Unidos, a C. tropicalis tem sido predominantemente isolada de

crian¢as com leucemia e pacientes submetidos a TMO (LUNEL e cols, 1999).

O aumento observado na colonizaco e infec¢do disseminada por C. krusei, em
pacientes neutropénicos e submetidos a TMO, nos Estados Unidos, pode ser atribuido, em
parte, a0 uso de fluconazol profilatico (WINGARD e cols, 1991, WRIGHT &
WENZEL, 1997).

C. glabrata tem sido considerada um importante patégeno oportunista,
tornando-se a terceira espécie de Candida mais comumente envolvida em candidiases
nosocomiais. O indice de mortalidade é tdo alto quanto o atribuido a C. albicans, e merece
atengdo especial, ndo s6 pelo recente aumento na sua frequéncia mas também pela sua
reduzida suscetibilidade aos antifiingicos, principalmente aos azéis. Mesmo que
inicialmente sensivel ao antifiingico em uso, pode rapidamente tornar-se resistente durante
a terapia. (VAZQUEZ e cols, 1998, FIDEL e col, 1999, FAVEL ¢ cols, 2000).
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1.3. DIAGNOSTICO DAS INFECCOES

O diagnostico de infeccdo em neutropénicos € dificultado pela auséncia de
resposta inflamatéria pelos neutréfilos. Assim, na maioria das situagdes clinicas, as
infecgdes sdo representadas quase que exclusivamente por febre, embora em algumas delas
possa ocorrer um quadro clinico caracteristico, tal como aparecimento de nédulos cutineos
em pacientes com candidiase disseminada cronica (DENNING e cols,1997; YUEN e
cols, 1997; RICHARDSON & KOKKI, 1998).

Os critérios diagndsticos de infecg@o hospitalar criados em 1988, pelo Centro
para Controle e Prevengdo de Doengas dos Estados Unidos da América, vém sendo
utilizados desde entdo no acompanhamento das complica¢des infecciosas dos pacientes
hospitalizados (GARNER e cols,1988). As infeccbes nesse grupo de pacientes
habitualmente sdo oportunistas e ocorrem por reativacdo de doenga quiescente ou
disseminagdo de bactérias ou fungos colonizantes (WALTER & BOWDEN, 1995,
WALSH & PIZZO, 1998, DYKEWICZ & KAPLAN, 2000).

Culturas de vigilincia para fungos tém sido aceitas como de algum valor para
guiar o tratamento de pacientes neutropénicos; segundo DENNING e cols. (1997),
a auséncia de espécies de Candida em superficies mucosas tem bom valor preditivo
negativo para infecgdo fungica, enquanto que a presenga de Candida spp em dois ou mais

locais esta relacionada a infec¢do fungica invasiva em até 60% dos casos.

1.4. TRATAMENTO, PROFILAXIA E CONTROLE DA CANDIDIASE EM
PACIENTES TRANSPLANTADOS

O tratamento das infecgdes flingicas € limitado devido as escassas opgoes
terapéuticas, falha na resposta clinica, resisténcia a terapia e toxicidade
(ELEWSKI & OHIO, 1993, EPSTEIN e cols, 1996). Agentes antifiingicos convencionais
sdo geralmente fungistaticos, apresentando problemas principalmente em pacientes com
sistema imune prejudicado. Esses agentes apenas impedem o crescimento fungico
proporcionando um rapido relapso ou uma incompleta erradicagdo do microrganismo.
Somente a inibicdo do crescimento fungico pode ndo ser suficiente para prevenir a

disseminag¢do do microrganismo nesses pacientes (ELEWSKI & OHIO, 1993).

Introducdo
39



Os antifingicos mais usados atualmente s3o: anfotericina B (poliénico),
fluconazol e itraconazol (triazois) e 5- flucitosina (pirimidina) (ROCCO e cols, 2000).
A anfotericina B, poliénico de agfo fungicida, se liga fisicamente com o ergosterol da
membrana celular. Este mecanismo rompe a célula fiingica, causando extravasamento dos
seus componentes € eventualmente morte celular (ELEWSKI & OHIO , 1993).
Sua formula convencional é pouco tolerada, com alto risco de comprometimento renal,
principalmente se administrada concomitantemente a tratamento com outras drogas
nefrotdxicas, tais como quimioterapicos, aminoglicosidios, vancomicina e ciclosporina
(CESARO e cols, 1993, SUGAR, 1990). No entanto, a anfotericina B ainda permanece a
droga de escolha para suspeita e confirmagdo de infecgdo fingica sistémica
(TOLLEMAR e cols, 1999, ROCCO e cols, 2000).

Cetoconazol, fluconazol e itraconazol, inibem a sintese do ergosterol,
interagindo com citocromo P-450, enzima responsavel pela conversdo do lanosterol em
ergosterol (ELEWSKI & OHIO, 1993, CHRISTINE & TERREL, 1999). Devido a enzima
citocromo P-450 de mamiferos estar envolvida com sintese de importantes esterdides como
testosterona, cortisol e aldosterona, drogas com uma afinidade por esta enzima podem estar
associadas com toxicidade. Esta toxicidade ¢ observada em alguns pacientes que ao
receberem altas doses de cetoconazol, apresentam hipoadrenalismo, decréscimo da libido,
impoténcia e ginecomastia (ELEWSKI & OHIO, 1993). Dentre os azois, o efeito menos
téxico do fluconazol, o torna o mais usado no tratamento e profilaxia de candidiases

( TOLLEMAR e cols, 1999, KANDA e cols, 2000).

A profilaxia antifingica ¢ obrigatéria em pacientes submetidos a TMO, pois a
incidéncia de coloniza¢do por espécies de Candida nestes pacientes corresponde a 76%.
O patogeno pode entrar na corrente sanguinea a partir da superficie mucosa colonizada,
causando infecgdes disseminadas, frequentemente observadas nestes pacientes.
O regime profilatico (oral e tépico) com antifiingicos poliénicos, como, nistatina e
anfotericina B, ndo tem demonstrado bons resultados. Por sua vez, a profilaxia sistémica
com fluconazol tem prevenido muitas infecgdes por espécies de Candida, mas também tem
proporcionado o surgimento de espécies resistentes como C. krusei e C. glabrata
(SLAVIN e cols, 1995, TOLLEMAR e cols, 1999).
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Em um estudo usando anfotericina B (0,1mg/Kg/dia), antes do TMO, foi
observada reducdo na colonizagdo, mas nio nas infec¢des invasivas. Anfotericina B

lipossomal (2mg/Kg/dia), demonstrou menor toxicidade, mas ndo apresentou significante

reducfo nas infecgdes fungicas (WOLFF e cols, 2000).

Um estudo realizado pela instituicdo Fred Hutchinson Cancer Reserch Center
(FHCRC), em Washington (EUA) no ano de 2000, mostrou que  fluconazol
(400 mg/Kg/dia) usado como profilatico 75 dias antes do TMO diminui a colonizagdo e/ou
infecgdo. bem como, a mortalidade. Deste modo, o fluconazol demonstrou ser um
apropriado agente profilitico  entre os pacientes com neutropenia prolongada
(MARR e cols, 2000).

Conforme protocolo aplicado na Unidade de Transplante de Medula Ossea do
HC-UNICAMP. todos os pacientes recebem fluconazol 400mg/dia VO (cépsulas).
Tal medida visa a redugdo da colonizagdo fiingica e consequentemente diminui¢do do risco
de instalagio de processo infeccioso. Se o paciente apresenta mucosite, grau 3.0u 4, a
administragdo passa a ser IV. Anfotericina B é associada nos casos em que ndo ha
defervescéncia da febre apds 96h de tratamento, com antimicrobianos. Nos casos sem
identificagdo clinica, radiolégica ou microbiologica de infecgdo fungica invasiva, assim
como nos casos de candidiase superficial, é empregada a dose de 0.5 mg/Kg/dia.
Nos casos de infec¢io sistémica profunda, sdo utilizados 1mg/Kg/dia. A dose acumulativa,
atingida em infec¢do ndo invasiva, é de 500mg e, em aspergilose invasiva, de 3000 a
4000mg (TRABASSO, 2001).

A terapéutica e profilaxia com o uso de agentes antifiingicos como anfotericina
B, e os azdis (0s quais s3o administrado por longos periodos), tém aumentado os relatos de
resisténcia antifingica (POSTERARO e cols, 2000)

Resisténcia microbiologica, pode ser encontrada de trés formas diferentes:
resisténcia primaria ou intrinseca onde o paciente € colonizado ou infectado com um
microrganismo que nio é coberto pelo espectro do antifiingico administrado; resisténcia
seletiva, onde o paciente € infectado com multiplas espécies ou cepas, durante o tratamento,

e 0s microrgansimos mais sensiveis sdo erradicados, favorecendo a selegéo e o crescimento
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dos menos sensiveis ou resistentes; resisténcia secundaria ou adquirida, onde a cepa
colonizadora ou infectante, inicialmente sensivel, sofre mutagdo, tornando-se resistente
(KLEPSER e cols,1998, ZAITZ e cols, 1998).

A falha na resposta terapéutica antifingica pode também ser o resultado da
resisténcia clinica, associada com fatores do hospedeiro, assim como, deficiéncia na
resposta imune, presenca de materiais protéticos e fatores farmacocinéticos

(dosagem da droga , penetracdo, estabilidade e proteina ligante ) (KLEPSER 1998).

Para a definicdo das melhores estratégias de prevencdo das infecgdes fiingicas
invasivas € necessdrio conhecer os fatores de risco para sua ocorréncia, 0s mecanismos de
aquisi¢do das infecgdes e a duracdo do risco (UZUM & ANAISSIE, 1995).

A prevencédo das infegdes invasivas causadas pelos fungos originarios da flora
endégena, especialmente Candida sp, baseia-se na redugdo da colonizagio de pele e
mucosa antes do periodo de neutropenia e uso de quimioprofilaxia (UZUM & ANAISSIE,
1995).

Medidas gerais, tais como evitar alimentos crus, cuidados odontologicos
prévios ao transplante, que promovem controle das manifestagdes infecciosas causadas pela
flora normal da boca, que inclui ndo s6 cocos Gram positivos anaerobios e HSV, mas
também Candida spp (DYKWICZ & KAPLAN, 2000). A redugdo da coloniza¢do do TGI
por leveduras, realizada com fluconazol, reduz a incidéncia de infec¢do fungica invasiva, a
incidéncia de infe¢do fiingica superficial e 0 uso empirico de anfotericina B, além de
reduzir a mortalidade como j4 foi mencionado anteriormente (UZUM & ANAISSIE, 1995).

E absolutamente essencial que os médicos, enfermeiros e pessoas que visitam
0s pacientes, estejam atentos para o potencial de transmissio das espécies de Candida pelas
suas maos e para as préticas de sua higienizagéo (LORTHOLARY & DUPONT 1997).

Com a limitada opgdo para o tratamento de micoses severas, hd uma grande
necessidade de desenvolvimento de novos agentes antifiingicos, em especial para o

tratamento de aspergilose invasivas e candidiase sistémica (KLEPSER e cols 1998).
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Novos derivados azolicos e triazdlicos (segunda geragdo) estdo sendo
atualmente desenvolvidos por diversas industrias farmacéuticas. Trés desses agentes,
voriconazol, ER- 30346, e D0870, sdo derivados do fluconazol e, SCH 56592, uma
hidroxila andloga ao itraconazol. Com excegdo do D0860, UR- 9746, e UR-9751, os quais
apresentam pouca atividade contra Aspergillus spp, os novos derivados triazolicos possuem
amplo espectro de atividade antifiingica. Esses agentes sdo promissores no tratamento de
infec¢des causados por patdgenos fliingicos oportunistas e endémicos. O uso clinico é
baseado, na maioria das vezes, nos dados “in vitro™ e em resultados de estudos “in vivo” de

modelos experimentais de infec¢do animal (SHEEHAN DJ; 1999).

1.5. SUSCETIBILIDADE DAS ESPECIES DE CANDIDA FRENTE AOS
ANTIFUNGICOS

Ha algumas décadas ndo havia necessidade de avaliar a suscetibilidade de
leveduras frente a antifingicos, devido a baixa frequéncia destas infecgdes, bem como, ao
limitado namero de agentes terapéuticos disponiveis. Em adi¢éo, o potencial de emergéncia
de resisténcia aos agentes antifiingicos ndo era bem conhecido. No entanto, o aumento das
infecgdes fungicas sistémicas, a emergéncia de patégénos oportunistas, o avango
tecnolégico terapéutico € o claro aparecimento da resisténcia aos antifiingicos, tem
aumentado a necessidade da padronizagdo de um teste de suscetibilidade “in vitro”, para
auxiliar ndo somente os clinicos na escolha terapéutica, mas também as industrias
farmacéuticas no desenvolvimento e avaliacdo de novas drogas (HACEK e cols 1995,
REX e cols 1997, PFALLER e cols 1997).

A determinacdo das Concentragdes Inibitoria e Fungicida Minima
(CIM e CFM) do antifingico em uso, podem ser importantes em pacientes com provavel
falha no tratamento, e para aqueles pacientes que requerem terapia alternativa ou

suplementar (PFALLER, 2000).
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1.5.1. Teste de suscetibilidade

Os testes de suscetibilidade aos antifingicos foram derivados dos métodos de
suscetibilidade aos antimicrobianos que tiveram seu inicio em 1966, com BAUER e
KIRBY que, a partir de métodos de dilui¢do em caldo, estabeleceram a correlagio da CIM
com os didmetros de halo, para testes de difusdo com discos. Desde ento essa metodologia
vem sendo atualizada e utilizada pela maioria dos laboratérios de microbiologia
(BAUER e cols, 1966)

Durante algum tempo, testes de suscetibilidade aos antifingicos foram
realizados por diversos autores, sem o cumprimento de padrdes definidos. Estudos mais
detalhados, demonstraram que a reprodutibilidade dos testes era um fator limitante.
Para solucionar este problema, foi formado um grupo de investigadores junto a0 NCCLS
(The National Committee for Clinical Laboratory Standards). Os estudos foram iniciados
pela avaliagdo das diferentes variaveis envolvidas no teste “in vitro” para leveduras frente

aos antifungicos (REX e cols, 1996, PFALLER e cols, 1997).

Em 1982, foi designado o primeiro subcomite do NCCLS para padronizagdo do
teste de suscetibilidade para leveduras frente a antifiingicos. Somente em 1985, foi
publicado o primeiro relatério, com pequenos estudos colaborativos. Em 1992, foram
definidos os fatores pré analiticos e publicados no documento M27-P, depois adaptado para
M27-T. Apenas em 1997 foi aprovado o documento para teste de suscetibilidade a
antifungicos, o M27-A, que contém um guia padronizado para realizacdo do teste de
macrodilui¢do e microdiluicdo em caldo, o qual demonstra alta reprodutibilidade intra e
interlaboratorial, permitindo a determinagdo da CIM para anfotericina B, 5-flucitosina,
fluconazol, cetoconazol e itraconazol (REX e cols 1997, PFALLER, 2000).

1.5.1.1. Variaveis Pré-Analiticas

O NCCLS inicialmente seguiu metodologias em caldo para determinagdo e
padronizagdo do teste de suscetibilidade para leveduras do género Candida e Cryptococcus.
Assim foram investigadas as principais varidveis como: tamanho ideal e modo de
preparagdo do indculo, meio de cultura, temperatura e tempo de incubacio e a

determinacédo do “ponto de corte” (PFALLER e cols, 1997).
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- Inoéculo

O tamanho do noculo € extremamente importante na determina¢do da CIM.
ROGERS & GALGANI (1986) demonstram um aumento de 8 vezes na CIM com variagdo
no tamanho do inéculo de 10 para 10° UFC/mL.

Partindo de concentragdes de 10° a 10° UFC por mL, os pesquisadores
perceberam que a CIM aumentava com o aumento no tamanho do indculo. Mais tarde
chegaram a conclusdo de que o in6culo ideal seria de 0,5 a 2,5x10° UFC/mL, pois foi o
que apresentou melhor concordédncia intra e interlaboratorial. Quanto a sua preparagdo,
foram estudados quatro métodos diferentes: espectrofotométrico, cartdo de Wicherham,
hemocitométrico e sistema “Prompt” de inoculagdo. O método que mostrou ter maior
reprodutibilidade e menor variabilidade intra e interlaboratorial foi o espectrofotométrico a

530nm, que € simples e fornece leitura objetiva (REX e cols, 1993).

-  Meio de cultura

Assim como para bactérias, o uso de diferentes meios de cultura pode ocasionar
resultados substancialmete diferentes (REX e cols, 1993). Deste modo, o meio de cultura a
ser empregado deveria ser capaz de suportar crescimento adequado dos microrganismos a
serem avaliados sem, entretanto, causar qualquer interagdo com a atividade das drogas
utilizadas no experimento (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Pfaller e cols (1990) conduziram estudos multicéntricos comparando testes
realizados em meios quimicamente definidos, incluindo Yeast Nitrogen Base
(Difco Laboratories, Detroid, MI), RPMI 1640 (Sigma Chemical CO, St. Louis. MO),
Synthetic Amino Acid Medium-Fungal (American Biorganics, North Tonawanda, NY) e
High Resolution (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England). O mais alto nivel de
concorddncia entre laboratérios, considerando tempo e temperatura de incubagdo, foi de
87% observado com meio de RPMI 1640. E um meio quimicamente definido, livre de
macromoléculas € que suporta crescimento adequado de espécies diversas de leveduras
(SIDRIM & MOREIRA, 1999).
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- Temperatura e tempo de incubagio

Um estudo colaborativo onde 100 isolados foram concomitantemente avaliados
em 13 laboratérios diferentes, demonstrou para anfotericina B, cetoconazol e 5-flucitosina,
resultados mais consistentes obtidos com temperatura de 35°C ap6s 48hs de incubagcdo.
Com base nesses resultados, 0 NCCLS propds como padrdo, 48h de incubagdo a 35°C
(REX e cols, 1993).

- Solubilidade das drogas

Alguns antifiingicos possuem solubilidade limitada. O fluconazol, por
exemplo, possui boa solubilidade em agua, enquanto que anfotericina B, cetoconazol e
itraconazol s3o soluveis em dimetilssulféxido (DMSO) (NCCLS M27-A, 1997
TORNATORE e cols, 1997).

Degradaciio da droga

Apds longo periodo de incubagdo e/ou contato com a luz, anfotericina B em
especial, sofre degradagio (TORNATORE e cols, 1997). Devendo portanto, os testes serem

realizados no menor tempo possivel e, ao abrigo da luz.

-  Procedimentos de Leitura

Outro fator importante na padronizagdo do teste de suscetibilidade foi a
determinag@o do critério de leitura dos ensaios. Os testes com anfotericina B, apresentam
nitida defini¢io do ponto de leitura, sendo a concentracio inibitéria minima definida como
a menor concentracdo da droga capaz de inibir qualquer crescimento visualmente
perceptivel nos ensaios (SIDRIM & MOREIRA, 1999).
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Os azdis, drogas consideradas fungistaticas, apresentam inicio de atuagdo
retardado pela necessidade de entrada de droga na célula fiingica e necesséria inibi¢do do
metabolismo celular. Durante esse periodo, geralmente ocorre crescimento do organismo
utilizado como inéculo do ensaio, independente da concentracio de antifungico utilizada.
Consequentemente, em alguns experimentos, a inibicdo tardia da multiplicacdo do
microrganismo permite a visualizagdo do seu ténue crescimento residual, sendo este
fendmeno denominado de rrailing. A presenga do crescimento residual determina a
necessidade de definicio de um critério de leitura baseado na inibi¢do relativa do
crescimento do microrganismo avaliado. Nesse contexto, estudos realizados por
Espinel-Ingroff e cols (1992) e Fromtling e cols (1993), definiram como critério de leitura
de CIM para azéis, a identificacdo da menor concentra¢do da droga capaz de inibir 80% do
crescimento obtido com o controle positivo. Utilizando este critério, Espinel-Ingroft e cols
(1992). observaram reprodutibilidade interlaboratorial de 71 a 94% para ensaios
envolvendo essas drogas, quando a leitura dos testes eram realizadas apés 48 horas

incubacdo a 35°C (REVANKAR e cols, 1998, SIDRIM & MOREIRA, 1999).

- Determinacio do ponto de corte

Embora testes de suscetibilidade tinham sido aprovados e valores de ponto final
tenham sido propostos, a interpretagdo dos resultados ainda deve ser feita com muita

cautela.

De acordo com REX e cols (1997), a CIM = 64.0 ug/ml frente a fluconazol e
>1,0 pg/ml para itraconazol sugerem falha no tratamento, sendo estes microrganismos
considerados resistentes. Para isolados com CIM para fluconazol de 16,0 a 32,0 ug/ml e
itraconazol de 0,25 a 0,5 pg/ml, a resposta clinica depende do maximo de droga que
consegue alcangar a concentragdo sérica e estes microrganismos sdo considerados
sensiveis-dose-dependente. J4 microrganismos com CIM <8.0 ug/ml e <0,12 pg/ml para
fluconazol e itraconazol, respectivamente sdo considerados sensiveis. E importante
enfatizar que estes dados de ponto de corte sdo baseados na concentragdo sérica da droga,

CIM do microrganismo isolado e resposta ao tratamento em infec¢do de mucosa por

espécies de Candida de pacientes com AIDS (ESPINEL- INGROFT, 1997).
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Para anfotericina B, os resultados de CIM obtidos geralmente estdo entre 0,25-
1,0 ug/ml. Microrganismos que apresentam um valor de CIM maior do que 1,0 pg/ml tem
sido considerados resistentes (KLEPSER e cols, 1998).

1.5.2. Correlagdo “in vivo” e “in vitro”

Seria ideal que os resultados dos testes de suscetibilidade ‘in vitro”
correspondessem a uma confidvel resposta “in vivo” para a terapia de infecgbes em
humanos. Entretanto, como relatado anteriormente, as limitagdes da metodologia disponivel
permitem apenas uma modesta correlagdo entre os resultados “in vitro” do teste de
suscetibilidade com a evolugdo clinica. Embora frequentemente a resisténcia “in vitro”
esteja relacionada a falha clinica, a sensibilidade “in vitro” nem sempre pode ser associada
a sucesso na terapia (PFALLER e cols, 1997).

Para a anfotericina B, a resisténcia é considerada incomum, entretanto é mais
observada entre as espécies de Candida nao-albicans, em especial C. lusitaniae
(REX e cols, 1999, BOSSCHE e cols, 1998). Recentes dados sugerem que isolados de C.
glabrata e C. krusei requerem doses méaximas de anfotericina B para que seja obtida

resposta clinica favoravel (REX e cols, 1999).

Embora 94 a 99% das espécies de Candida sejam inibidas em concentracdes de
anfotericina B <1,0 pg/ml, hé uma divida com relagdo ao método NCCLS M27-A. o qual
pode ser insensivel para detectar isolados resistentes a esta droga. Modifica¢des no meio de
cultura usando “Antibiotic Medium 3" ou 4gar base para o Etest®, tem sido propostas na
tentativa de ajudar na detecgdo da resisténcia clinicamente importante da anfotericina B.
Apesar disso, a falha clinica frente a anfotericina B, para candidiases, parece estar mais

correlacionada com fatores do hospedeiro do que com resisténcia antifingica intrinseca ou
adquirida (PFALLER e cols, 1997, YOON e cols, 1999).

Para o fluconazol, antifingico utilizado tanto no tratamento de candidiases
sistémicas quanto profundas, tem-se notado claramente que o método padronizado pelo
NCCLS M-27 A, detecta diferencas intrinsecas na suscetibilidade de espécies de Candida
em modelo animal € em pacientes com AIDS, os quais apresentam candidiase de
orofaringe (PFALLER e cols, 1997).
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A maioria das espécies de Candida isoladas tem alta suscetibilidade ao
itraconazol “in vitro”, ou seja >90% sdo inibidas pela concentragdes <1,0ug/ml e 50 a
75% por concentragdes <0,12pg/ml. Embora haja alguma evidéncia de que o itraconazol
seja efetivo em alguns pacientes com AIDS, que tenham apresentado falha no tratamento
com fluconazol, e que muitos desses isolados tem elevadas CIMs para itraconazol
(0,5 a 1,0pg/ml), acredita-se que altas doses de itraconazol devam ser necessarias para que

seja alcangada resposta clinica (PFALLER e cols, 1997).

1.6. PERSPECTIVAS

O Hospital das Clinicas da UNICAMP, atende a um grande nimero de
pacientes hematologicos submetidos ou ndo ao transplante de medula 6ssea e, portanto,

altamente suscetiveis a infec¢des flingicas importantes.

Segundo Trabasso (2001), dentre os 115 pacientes submetidos a transplante de
medula 6ssea de janeiro de 1997 a dezembro de 1999 no HC da UNICAMP, 21.7% haviam
falecido, sendo um dos fatores relacionados ao Obito, para os receptores de enxerto

alogénico, infecgdo fingica.

As espécies de Candida representam 62,5% das etiologias das fungemias,

sendo que C. parapsilosis foi responsavel por 60% das candidemias diagnosticadas.

Assim sendo, testes de suscetibilidade padronizados e de facil execugéo, seriam
de grande interesse, tanto se realizados para o acompanhamento do tratamento, quanto para
que seja possivel tragar um perfil de suscetibilidade aos antifuingicos, das cepas de Candida

spp que colonizam e/ou infectam os pacientes de nosso hospital.

Introducdo

49



2. OBJETIVOS



Obter a partir de um estudo retrospectivo, dados de prevaléncia das
diferentes espécies de Candida isoladas como colonizantes e/ou patdégenos

dos pacientes da Unidade de Hematologia ¢ de Transplante de Medula
Ossea do HC-UNICAMP;

Avaliar, por meio das culturas de vigilancia realizadas para os pacientes da
Unidade de TMO, a prevaléncia como colonizantes das diferentes espécies

de Candida nos periodos pré e pds transplante.

Avaliar a suscetibilidade dos microrganismos isolados a partir de espécimes
clinicos dos pacientes da Unidade de TMO, frente aos antifungicos em uso

na Unidade.

Verificar a possibilidade de correlagdo dos dados de suscetibilidade obtidos
“in vitro” com o ocorrido “in vivo”, considerando a terapéutica profilatica

e/ou tratamento em casos de evolugdo para infecgdo sistémica.
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3. MATERIAL E
METODOS



3.1. Estudo de prevaléncia: para esta avaliagdo foi realizado um levantamento
retrospectivo nos arquivos de rotina do Setor de Micologia do Laboratério de Microbiologia
~DPC-HC-UNICAMP de 1996 a 2000. Foram consideradas todas as leveduras do género
Candida isoladas a partir de materiais clinicos incluindo swabs, sangue e cateter coletados

de pacientes da Unidade de Hematologia e de TMO do HC- UNICAMP.

Para avaliagdo de colonizagdo nos periodos pré e pds transplante, assim como
obter informacdes quanto ao tipo de transplante, drogas utilizadas, foi necessario consultar
todos os arquivos dos pacientes da Unidade de TMO, junto aos arquivos do CCIH e

Hemocentro.

3.2. Microrganismos: foram selecionados grupos de cepas isoladas do mesmo paciente, em
um ou mais episddios de coleta, desde que houvesse entre elas a0 menos uma cepa isolada a
partir de catéter e/ou sangue e /ou uma ou mais cepas de cada um dos seguintes locais:
orofaringe, nasofaringe, anal e uretral. Para este estudo, foram selecionadas 109 cepas de
leveduras isoladas a partir de espécimes clinicos de 21 pacientes, submetidos a transplante
de medula dssea entre 1996 e 2000, sendo 31 C. albicans, 17 C.krusei, 09 C. parapsilosis,
47 C. glabrata, 03 C. tropicalis, 02 C. lusitaniae.

3.3. Manutencido das cepas: foram preservadas em frascos tipo penicilina, com tampa de

borracha e lacre, contendo dgua destilada estéril, a temperatura ambiente.

Os reagentes e meios de cultura, cujas procedéncias ndo estdo referidas no texto, foram provenientes da
E. Merck, Darmstadt, Deutschland.
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3.4. Reativagio das cepas: Uma aliquota do frasco contendo microrganismo e agua foi
transferida para um tubo contendo BHI caldo e incubado a 35°C por 24hs. Depois uma
aliquota do crescimento obtido foi transferida para uma placa de agar sabouraud dextrose,
incubado novamente a 35°C por 24hs. Durante o estudo as cepas foram mantidas em agar

sabouraud dextrose a temperatura ambiente.

3.5. Identificagdo dos microrganismos em estudo: todas as cepas armazenadas foram
submetidas a testes para confirmagdo da identificagio, que foram realizados de acordo com
Lacaz e cols (1991), metodologia ja desenvolvida no Setor de Micologia do Laboratério de
Microbiologia — DPC-HC-UNICAMP.

As principais caracteristicas avaliadas foram: macromorfologia, micromorfologia e
fisiologia ( auxonograma e zimograma). Os testes fisiologicos classicos, sempre que

possivel foram confrontados com o método automatizado Vitek® (Biolab Merieux).

3.6. Teste de suscetibilidade aos antifiingicos “in vitro”: foi realizado pelo método de
microdilui¢do em caldo de acordo com metodologia preconizada pelo NCCLS M27-A,

avaliando-se as concentragdes inibit6ria minima (CIM) e fungicida minima (CFM).

3.6.1. Microrganismos 109 cepas de espécies de Candida, selecionadas no item 3.2.
sendo 31 cepas de Candida albicans, 47 de Candida glabrata, 17 de Candida krusei, 9 de

Candida parapsilosis, 3 de Candida tropicalis e 2 de Candida lusitaniae.
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3.6.2. Preparagio do inéculo: foram realizados dois repiques do microrganismo teste
em ASD com incubacio a 35°C por 24 h, para assim garantir a pureza e viabilidade das
amostras. Uma alcada do 2° repique do microrganismo foi dissolvida em 5,0 mL de salina
0,85% estéril, fazendo-se em seguida uma diluicdo de 1:50, passando-se 100pL da
suspensdo para 4,9mL de salina 0,85% estéril. A contagem das cé€lulas foi realizada em
cimara de Neubauer . A partir do nimero de células contadas foi realizada uma nova
diluicéo, para que fosse obtida a concentragio final de 1x10*UFC/mL. Essa concentragdo

final pode ser obtida pela aplicag@o da seguinte formula:

N X 10* X 1/N = 1X10* UFC/ML

Depois que o indculo € adicionado a placa teste, uma nova diluigdo acontece,

desta vez de 1/10, restando um indculo final de 10°UFC/mL.

3.6.3. Meio de cultura: foi utilizado o meio RPMI-1640 com L-glutamina sem
bicarbonato de sédio (Sigma Chemical), suplementado com glicose (2%) tamponado com
0,165M de 4cido morfilenopropanosulfonico MOPS (Sigma CHEMICAL CO).
O pH da solugdo foi ajustado para 7,0 com NaOH 1N, e a esterilizagdo foi realizada por
filtragem a vacuo, em filtro 0,45 pm (RSLHV02515) Millex-HV, Milipore, Franga, uma
vez que ndo deve ser autoclavado para que ndo ocorra a degradagdo dos seus componentes.

O meio pronto foi mantido sob refrigeragdo, por no maximo, 15 dias
(NCCLS M27-A, 1997).

3.6.4. Técnica de microdiluicio em caldo: a avaliagdo foi realizada em placas de

microtitulagdo, fundo “U”, previamente esterilizadas.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF
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3.6.4.1.Antifingicos avaliados: anfotericina B (Bristol Myers Squibb),

cetoconazol (Janssen), itraconazol (Janssen) e fluconazol (Pfizer).

3.6.4.2. Prepara¢iao da solugio estoque de antifungicos: foram dissolvidos
12,8mg de cada droga em 1,0 mL de dimetilsulféxido (DMSO) com exce¢do da anfotericina
B, que por ter sido utilizada na forma injetavel, foi dissolvida diretamente em agua destilada

estéril.

3.6.4.3. Preparacio da placa de dilui¢do: uma dilui¢do seriada, na razdo de
1:2 da solugdo estoque da droga foi realizada com o objetivo de se obter dez concentragdes
diferentes. Para anfotericina B, cetoconazol e itraconazol essas concentragdes variam de
160,0 a 0, 3pg/mL, e para o fluconazol, variam, de 640,0 a 1,2pg/mL, de acordo com o
Anexo 1.

3.6.4.4. Cepas padrido: para controle dos testes de identificacdo e
suscetibilidade a antifungicos foram utilizadas as cepas de Candida parapsilosis ATCC®
22019 e Candida albicans ATCC® 90028.

3.6.4.5. Execuciio e leitura dos testes de CIM: Foram adicionados 20ul das
diferentes concentragdes de cada droga nos pogos das dez primeiras fileiras (orientacdo
vertical), seguidos de 160uL do meio de cultura RPMI em todas as fileiras (1 a 12) e,
finalmente, 20ul do indculo em todos os pogos com exce¢do da 11° fileira utilizada como
controle negativo. As placas inoculadas foram incubadas a 35°C por 48 horas, e s6 entdo foi

realizada a leitura.

O crescimento fingico em cada pogo deve ser comparado com o do controle
positivo, observado visualmente com o auxilio de um espelho. Para anfotericina B, a CIM é
considerada a menor concentragdo da droga capaz de inibir qualquer crescimento visivel no

ensaio.
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Para os azbis, que apresentam o fenémeno de “frailling” (crescimento residual),
a CIM, é a menor concentracdo da droga que consegue inibir 80% do crescimento obtido no
controle positivo. Para a obtengdo de um controle de leitura para esta porcentagem de
inibicdo, foram transferidos 40uL do controle positivo para o controle negativo, obtendo-se
assim uma dilui¢do na razdo de 1:5 do controle positivo. que representa inibi¢do de 80% do
crescimento. A seguir foram homogeneizados todos os pogos em que houve crescimento
fiingico, com auxilio de uma micropipeta. Assim, a menor concentragdo da droga em que a
turvacio foi compardvel a este novo controle ¢ considerada a CIM
(ESPINEL e cols, 1994).

3.6.4.6. Execucio e leitura dos testes de CFM: A partir dos pogos em que nao
houve crescimento visivel do microrganismo em estudo, foi retirada uma aliquota que foi
transferida para uma placa de Petri contendo ASD, sem adigdo de drogas. Apds 24 horas de
incubagdo a 37°C foi realizada a leitura. Deste modo, a menor concentragdo de droga que

ndo permitiu crescimento do microrganismo foi considerada a CFM.

3.6.4.7. Interpretacio dos resultados: (REX et al, 1997):

Antifingico Variagdo dos valores de CIM (ug/ml)

*S SDD R
Fluconazol <8 16 - 32 264
[traconazol <0,12 0,25-0,5 >1

*S: sensivel; SDD: sensivel- dose- dependente; R: resistente

Para anfotericina B a maioria das espécies de Candida testadas sdo inibidas
numa concentra¢do que varia entre 0,25 e 1pg/mL. Portanto acredita-se que cepas com CIM

> 1,0 ug/mL, sejam consideradas resistentes (PFALLER 2000).
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Para cetoconazol a CIM para as espécies de Candida variam numa concentragdo
de 0,03 a 16pug/ml. Entreatanto, ndo ha dados de pontos de corte na literatura até o presente
(NCCLS M27-A).

3.7.Anilise dos dados obtidos: Anélise descritiva através de tabelas de frequéncia.
Na comparagio de medidas ordenaveis entre dois grupos foi utilizado o teste de Mann-
Whitney, para 3 ou mais grupos o teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado
foi de 5% (CONOVER, 1971, FLEISS, 1981)

Os testes de suscetibilidade também foram analisados determinando-se a CIM
50% (concentragdo inibitéria minima que abrange 50% da popuklagdo avaliada). CIM 90%
(concentragdo inibitéria minima que abrange 90% da populagio avaliada) e Moda

( valor de concentragdo inibitéria minima que mais se repete entre a populagio avaliada)
(TUDELA e cols, 2001).
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4. RESULTADOS
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A partir dos estudos retrospectivos realizados, foi possivel avaliar a porcentagem de
isolamento das diferentes espécies de Candida, a partir dos materiais clinicos coletados dos
pacientes das Unidades de Hematologia ¢ TMO-HC-UNICAMP, ao longo dos anos de 1996 a
2000 (figura 1). Os dados gerais constam no Anexo 2.

70% - - - : -
60%
50% m 1996
40% m 1997
. 01998
30% 21999
20% E= 2000
10%
0%
QO
e
©
,&‘0
O

Figura 1: Porcentagem de isolamento das diferentes espécies de Candida a partir de espécimes
clinicos de 548 pacientes hematolégicos e submetidos a TMO nos anos de

1996 a 2000.

A distribuicdo das espécies de Candida, de acordo com os espécimes clinicos a partir

dos quais foram isoladas, encontra-se no anexo 3 e tabela 1.
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Dentre os 549 pacientes avaliados retrospectivamente, 169 (30,8%) tiveram ao menos

uma das culturas realizadas positiva para leveduras do género Candida.

Os pacientes da Unidade de Hematologia, nio submetidos ao tranpslante (340),
apresentaram um indice de colonizagdo de 23,5%. Por sua vez, para os 208 pacientes submetidos
a transplante de medula dssea, no periodo de 1996 a 2000, foram realizadas 2082 culturas de
vigilancia, coletadas no periodo pré e pos transplante. Foi possivel observar que 42.8% dos
pacientes transplantados estavam colonizados com espécies de Candida. Os dados gerais,

constam do anexo 4 e estdo resumidos na figura 2.
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As 109 cepas selecionadas a partir das culturas de vigilancia e/ou rotina diagnostica,
foram submetidas aos testes de suscetibilidade pelo método de microdiluicdo em caldo. Os
resultados de CIM e CFM, frente a anfotericina B, fluconazol, cetoconazol e itraconazol para as

cepas de Candida, est3o no anexo 5 e nas tabelas de 2 a5.

Tabela 2: Concentragdes inibitérias minimas em ug/mL, frente a anfotericina B, das espécies de

Candida avaliadas.

Espécie No de cepas CIM 50% CIM 90% Moda Intervalo
C.albicans 31 1,0 1,0 1,0 0.12- 1,0
C.glabrata 47 0,5 1.0 0.5 0.25-1.0

C.krusei 17 1,0 2,0 1,0 0,5-4,0

Outras* 14 0,5 1,0 1,0 025-1,0

* Devido a0 numero reduzido, aqui foram incluidas: 2 cepas de C.lusitaniae, 9 cepas de C.parapsilosis e 3 de
C.tropicalis.

.....

espécies de Candida avaliadas.

Espécie No de cepas CIM 50% CIM 90% Moda Intervalo
C.albicans 31 1,0 1,0 1,0 025-1,0
C.glabrata 47 32,0 >64.,0 >64 1,0 - >64,0

C.krusei 17 64,0 >64,0 64,0 32,0->64,0

Outras* 14 1,5 16,0 1,0 1,0-32,0

* Devido ao numero reduzido, aqui foram incluidas: 2 cepas de C.lusitaniae, 9 cepas de C.parapsilosis ¢ 3 de

C.tropicalis.
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Tabela 4: Concentragdes inibitorias minimas em ug/mL, frente a cetoconazol, das diferentes

espécies de Candida avaliadas.

Espécie No de cepas CIM 50% CIM 90% Moda Intervalo
C.albicans 31 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03-0,06
C.glabrata 47 1,0 2,0 1.0 <0,03-2,0

C.krusei 17 1,0 2,0 1,0 <0,03-2,0

Outras* 14 0,06 0,125 0,06 <0,03 - 0,25

* Devido ao numero reduzido, aqui foram incluidas: 2 cepas de C.lusitaniae, 9 cepas de C.parapsilosis e 3 de

C.tropicalis.

Tabela 5: Concentragdes inibitorias minimas em ug/mL, frente a itraconazol, das diferentes

espécies de Candida avaliadas.

Espécie No de cepas CIM 50% CIM 90% Moda Intervalo
C.albicans 31 0,06 0,12 0,06 <0,03-0,25
C.glabrata 47 2,0 >16,0 >16,0 <003->160

C.krusei 17 0,5 1,0 0,5 <0,03 - 8,0

Outras* 14 0,12 0,425 0,06 0,12-0,5

* Devido ao numero reduzido, aqui foram incluidas: 2 cepas de C. lusitanieae, 9 cepas de C.parapsilosis ¢ 3 de

C.tropicalis.
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Os resultados de CIM e CFM de acordo com as espécies de Candida avaliadas,

encontram-se no anexo 3.figuras de 3 a 6 e tabelas de 6 a9..

25 T Resisténcia clinica C albicans
1
20 “» ——C. glabrata
= i ‘ C. krusei
= 15 1
5 | —— C. parapsilosis
2 10
2 I Qutras
5 -
0.03 006 0,12 025 0,5 1 2 4 8 16
CIM (ug/ml)
Figura 3: Suscetibilidade das diferentes espécies de Candida frente a
anfotericina B (p=00020)
20
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=
o 8
4
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41 :
2 /\
0 . ] ; i CIM (ug/ml)

0,12 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 =64

Figura 4: Suscetibilidade das espécies de Candida frente a fluconazol
(p<0,0001)
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Figura 5: Suscetibilidade das espécies de Candida frente a cetoconazol
(p<0,0001)
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Figura 6: Suscetibilidade das espécies de Candida frente a itraconazol
(p<0,0001)
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Tabela 6: Dados de CIM e CFM para as espécies de Candida frente a anfotericina B

ESPECIES CIM CFM
C. albicans 0,12-1,0 0,12-2,0
C. glabrata 0,25-1,0 0,25-2,0
C. krusei 0.5-4,0 0,5-4,0
Outras 0,25-1,0 0,25-2,0

Tabela 7: Dados de CIM E CFM para as espécies de Candida frente a fluconazol

ESPECIES CIM CFM
C. albicans 0,12-1,0 1,0->64
C. glabrata 1,0->64.0 >64

C. krusei 32,0->64 >64
Qutras 1,0-32,0 32->64
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Tabela 8: Dados de CIM e CFM para as espécies de Candida frente a cetoconazol

ESPECIES CIM CFM

C. albicans <0,03-0,06 ._ 0,25->16,0
C. glabrata <0,03-2,0 0.5->16

C. krusei <0,03-2,0 1,0->16
Outras <0,03-0,25 1,0>16

Tabela 9: Dados de CIM e CFM para as espécies de Candida frente a itraconazol

ESPECIES CIM CFM

C. albicans <0,03-0.25 0,25->16
C. glabrata <0,03->16,0 0,12->16
C. krusei <0,03-8,0 0,5->16
Outras 0,12-0,5 1,0->16
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Nas tabelas de 10 a 12, os resultados dos testes de suscetibilidade foram avaliados de

acordo com Rex et al, 1997.

Tabela 10: Interpretagio dos testes de suscetibilidade das cepas de Candida frente ao fluconazol

(REX et al, 1997)

Espécies Sensivel Sensivel-dose-dependente Resistente
C. albicans 31(100%) 0 0
C. parapsilosis 9(100%) 0 0
C. krusei 0 1(6%) 16(94%)
C. tropicalis 1(33,3%) 2(66,7%) 0
C. glabrata 11(23.4%) 14(29.,8%) 22(46,8%)
C. lusitaniae 0 2(100%) 0

Tabela 11: Interpretagdo dos testes de suscetibilidade das cepas de Candida frente a itraconazol
(REX et al, 1997)

Espécies Sensivel Sensivel-dose-dependente Resistente
C. albicans 30 (97%) 1 (3%) 0
C. parapsilosis 6 (66,7%) 3(33,3%) 0
C. krusei 4 (23,6%) 8 (47%) 5(29,4%)
C. tropicalis 2 (66,7%) 1(33,7%) 0
C. glabrata 6 (12,8%) 7 (14,9%) 34 (72,3%)
C. lusitaniae 1 (50%) 1 (50%) 0
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Tabela 12: Interpretag@o dos testes de suscetibilidade das cepas de Candida frente a anfotericina

B(NCCLS M27-A)

Espécies Sensivel Resistente

C.albicans 31 (100%) 0

C. parapsilosis 9 (100%) 0
C. krusei 12 (70,6%) 5(29,4%)

C. tropicalis 3 (100%) 0

C. glabrata 47 (100%) 0

C. lusitaniae 2 (100%) 0

Analisando estatisticamente os dados obtidos pelo método de Kruskal-Wallis
(CONOVER, 1971), foi possivel determinar que existe diferen¢a significativa da CIM entre as
espécies de C. albicans. C. glabrata, C. krusei e outras (C. parasilosis, C. tropicalis e
C. lusitaniae) frente a AMB p=0,0020, FLUCO p<0,0001, CETO P<0,0001 e ITRA P<0,0001.

Pelo método de Mann-Whitney, onde as espécies foram comparadas 2 a 2 frente a
cada uma das drogas avaliadas, as diferengas significantes ou nio entre as CIM obtidas, estdo

representadas nas tabelas 13 a 16.
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Tabela 13: Avaliagdo estatistica das CIM obtidas com anfotericina B para cada uma das espécies

avaliadas frente as demais.

Espécies C. albicans C. glabrata C. kruset
C albicans - - -
C. glabrata p=0.0322 - -
C. krusei p=0,1060 p=0.0010 -
QOutras* p=0,2314 p=0,8164 p= 00209

* Devido a0 nimero reduzido, aqui foram incluidas: 2 cepas C. lusitaniae, 9 cepas de C.

parapsilosis e 3 de C. tropicalis

Tabela 14: Avaliagdo estatistica das CIM obtidas com fluconazol para cada uma das espécies

avaliadas frente as demais.

Espécies C. albicans C. glabrata C. krusei

C albicans - - -

C. glabrata p< 0,0001 - -
C. krusei P<0.0001 p= 0.0265 ]
Outras* p=0.0002 P<0.0001 P<().0001

* Devido ao namero reduzido, aqui foram incluidas: 2 cepas C. lusitaniae, 9 cepas de C.

parapsilosis e 3 de C. tropicalis
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Tabela 15: Avaliagio estatistica das CIM obtidas com cetoconazol para cada uma das espécies

avaliadas frente as demais.

Espécies C. albicans C. glabrata C. krusei

C albicans - -

C. glabrata P<0.0001 - -
C. Krusei P< 0.0001 p=0,6049 -
Oufras P<0.0001 p< 0.0001 p= 0.0004

* Devido ao numero reduzido, aqui foram incluidas: 2 cepas C. lusitaniae, 9 cepas de C.

parapsilosis ¢ 3 de C. tropicalis

Tabela 16: Avaliagio estatistica das CIM obtidas com itraconazol para cada uma das espécies

avaliadas frente as demais.

Espécies C. albicans C. glabrata C. krusei

C albicans -

C. glabrata P< 0.00
C. krusei P<0.0001 P=(.0013
Outras* P< 0.0075 P=0.0025 P=0.0057

¥ Devido ao numero reduzido, aqui foram incluidas: 2 cepas C. lusitaniae, 9 cepas de C.

parapsilosis e 3 de C. tropicalis

Na tentativa de correlacionar os dados clinicos e laboratoriais, foram levantados os
principais dados relativos aos pacientes cujas cepas foram submetidas aos testes de

suscetibilidade, que estdo resumidas na tabela 17 € 18.
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5. DISCUSSAO



A alta mortalidade relacionada a infecgdes bacterianas, tem diminuido devido a
administragdo empirica de antibi6ticos, enquanto que, as infec¢des fiingicas sistémicas, tém
se tornado importante causa de morbidade e mortalidade em pacientes
imunocomprometidos, submetidos a cuidados intensivos, pds-cirurgicos, € pacientes

neutropénicos (FIDEL e cols, 1999).

As espécies de Candida sdo mais frequentemente isoladas da cavidade oral e
sio detectadas como colonizantes em aproximadamente 31 a 55% dos individuos
saudaveis. Os indices de colonizagdo aumentam de acordo com a severidade da doenga e
tempo de hospitalizagdo. C. albicans é isolada em cerca de 70 a 80% dos pacientes
infectados, enquanto que, o isolamento de outras espécies de Candida era pouco
frequente. Entretanto, dados mais recentes, relatam um aumento no isolamento de espécies
ndo albicans, especialmente C. glabrata, C. tropicalis (5 a 8%), C. parapsilosis e C. krusei
(FIDEL e cols, 1999).

Neste estudo, foi possivel observar algumas variagdes na incidéncia de
C. albicans como colonizantes, com acentuado decréscimo nos anos de 1999 e 2000, que
coincide com um aumento no isolamento de C glabrata, assim como de C. krusei, no
{iltimo ano avaliado. O grande nimero de cepas de Candida sp. observado no ano de 1996
pode ser creditado a dificuldades do setor de Micologia do Laboratério de Microbiologia
HC-UNICAMP, em fase de implantagdo, no processo de identificacdo das leveduras até a

espécie.

As cepas sem identificagdo de espécie nos demais anos, foram as que realmente
nio puderam ser identificadas por limitagbes da metodologia disponivel

(classica e/ou automatizada) (Figura 1 € Anexo 2).

Devido as dificuldades que envolvem o diagnostico de infecgdes flingicas,
muitos centros, inclusive 0 HC-UNICAMP, administram anfotericina B empiricamente a
pacientes com neutropenia, refrataria ao tratamento antimicrobiano. Com o advento do
fluconazol, um triazol com excelente espectro € menos toxico que a anfotericina B e seu
uso indidcriminado como profilatico em pacientes submetidos a TMO, notou-se um
aumento na colonizagdo e infecgdes disseminadas causadas por C. krusei e C. glabrata

( WINGARD e cols, 1991, TIBALLI e cols, 1995, FAVEL e cols, 2000).
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C. glabrata até entdo foi considerada uma levedura saprofitica, relativamente
ndo patogénica, componente da microbiota de individuos saudéveis e raramente agente
causador de infecgdes sérias em humanos, dependendo do local de infec¢do, pode ser
considerada a segunda ou terceira mais comum causa de candidiase, depois de C. albicans
( Figura 1) (FIDEL e cols, 1999).

Assim como na literatura, neste estudo ocorreu um aumento na colonizagio e
infeccdo por C. krusei nos tltimos anos, nos pacientes submetidos a TMO, sendo este fato
atribuido em parte ao uso profilatico de fluconazol ( WRIGHT & WENZEL, 1997).

A colonizagdo do trato gastrointestinal e outras regides corporeas, de modo
geral, precedem as infecgdes sistémicas. A cavidade oral serve de local de colonizagdo para
a maioria dos agentes causadores de candidfase. O numero de locais colonizados, pode ser
utilizado como preditivo para infegdes fangicas sistémicas (CHANDARSEKAR e cols.
1994, EPSTEIN e cols, 1996). Assim, avaliando pacientes hematologicos, submetidos ou
nao a transplante de medula Ossea, no periodo de 1996 a 2000, foi possivel observar que
30,8% dos pacientes estavam colonizados por espécies de Candida. Foi maior o
predominio de C. albicans em swab de orofaringe, swab anal, swab de nasofaringe e
escarro. C. glabrata e C. krusei foram mais frequentemente isoladas de swab anal e swab
de orofaringe. Cepas de C. parapsilosis predominaram em swab de orofaringe, nasofaringe,
anal e cateter, enquanto que C. tropicalis em swab de orofaringe, anal e nasofaringe.

Esses dados podem ser observados na tabela 1 e Anexo 3.

Analisando separadamente os pacientes hematolégicos que ndo foram

submetidos ao transplante, obteve-se um indice de colonizagdo de apenas 23,5%.

Estudos realizados com pacientes hospitalizados e submetidos a TMO,
demonstram que cepas de C. glabrata colonizam, com maior frequéncia, a cavidade anal.
vias urindrias e orofaringe. C. parapsilosis esta mais frequentemente relacionada a presenca
de cateteres, enquanto que, C. albicans tem sido isolada com maior frequéncia de
superficies mucosas (VAZQUEZ e cols 1998, LUNEL e cols, 1999). Dados esses que

englobam os resultados obtidos neste trabalho.
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Segundo SABLE E DONOWITZ (1994), durante o periodo pré-transplante, o
risco de infecgdes fungicas € baixo. No periodo pos transplante tardio, mais de 100 dias,
infec¢des fungicas sistémicas sdo incomuns e candidiase de orofaringe € a mais frequente
neste periodo. No presente estudo, assim como na literatura, foi possivel observar uma
maior frequéncia na colonizagdo por espécies de Candida a partir de swab de orofaringe e

anal (figura 2).

Um estudo realizado por HOPPE e cols (1997) com pacientes submetidos a
TMO, demonstrou que 54,7% dos pacientes apresentaram coloniza¢do filngica nas culturas
de vigilancia coletadas semanalmente. Desses, 9,4% foram colonizados somente antes do
TMO, 26,6% apds o TMO apenas e, 18,8% em ambos os periodos. C. albicans foi a mais

frequentemente isolada (45,7% ), seguida por C. glabrata (30,4%)

Neste estudo foi possivel observar maior incidéncia de colonizagdo de mucosa
de trato digestivo por cepas de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e Candida sp,

principalmente no periodo pds transplante. Anexo 4 e figura 2.

Dentre as diferentes regides corpéreas colonizadas dos 87 pacientes
submetidos a TMO, nos anos de 1996 a 2000, 39,5% foi SANAL, 38.4% swab de
orofaringe, 11% swab de nasofaringe, 3,2% swab uretral e 2,5% cateter.

(Anexo 4 e Anexo 7).

Anteriormente ao desenvolvimento dos azdis, havia pouca necessidade clinica
para os testes de suscetibilidade. O uso de drogas sistémicas no tratamento de infecgGes
fingicas, como anfotericina B, introduzida nos anos 50, era relativamente simples.
Com o advento da 5-flucitosina, nos anos 70 e subsequentemente dos azdis nos anos 30 e

90, a situacdo se tornou mais complexa (DENNING e cols, 19997).

Atualmente, o uso de antifungicos profilaticos, tem sido cada vez mais
difundido. especialmente entre pacientes transplantados, para reducdo da colonizac¢do e na
tentativa de prevenir infecgdes — sistémicas. Tal procedimento porém, aumenta a
necessidade de um acompanhamento do perfil de suscetibilidade das cepas isoladas, a fim
de acompanhar o desenvolvimento de resisténcia. Deste modo, a técnica padronizada pelo
NCCLS tem sido a mais difundida, embora algumas varidveis pré-analiticas ainda possam
ser questionadas (ELDERE e cols, 1996).
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Neste trabalho, esta foi a metodologia seguida, com uma modifica¢éo relativa a
preparagdo do indculo. O NCCLS preconiza a leitura em espectrofotdmetro a 530 nm.
Neste estudo, foi utilizada a contagem em cimara de Neubauer, com ajuste do inéculo para
1x10° UFCmL em todas as preparagdes. Isto foi realizado com o intuito de manter um
padréo de celularidade, uma vez que as células das diferentes espécies de Candida possuem
tamanhos diferentes. Por exemplo, os blastoconidios de C glabrata, que variam de
1 a 4pg/ml. sendo menores que os de C. albicans, variam de 4 a 6pg/mL
(FIDEL e cols, 1999).

Deste modo, foram realizados testes de suscetibilidade para 109 cepas isoladas
como colonizantes e/ou patogenos de 21 pacientes. Nas tabelas de 2 a S estio relatados
todos os resultados de CIM e CFM para as 4 drogas avaliadas para todas as cepas.
Néo foi possivel observar aumento nitido de resisténcia das cepas da mesma espécie,

isoladas do mesmo local ao longo do tempo (Anexo 6).

A falha clinica na resposta a terapia antifingica, pode ser o resultado da
resisténcia microbiolégica (intrinseca ou desenvolvida durante a terapia), ou resisténcia
clinica (relacionada com fatores do hospedeiro, resposta imune e fatores farmacocinéticos)
(ESPINEL-INGROFFF, 1997).

Do ponto de vista clinico, cepas consideradas resistentes microbiologicamente,
podem responder perfeitamente a um tratamento, pois a concentragdo do farmaco no local
da infeccdio pode ser muito mais elevada que a CIM daquele microrganismo
(TUDELA e cols, 2001).

C. albicans, que tem sido o patégeno dominante nas infec¢des flingicas, é
comumente sensivel as drogas disponiveis. Por sua vez algumas espécies apresentam
resisténcia intrinsica, ndo dependente da exposicdo a droga . Por exemplo C. krusei, que
possui CIM bastante alta para fluconazol. Similarmente, a CIM frente ao fluconazol para
C. glabrata pode ser associada com suscetibilidade intermedidria ou resisténcia,
dependendo da origem do isolado. Mesmo que inicialmente sensivel ao fluconazol, pode
rapidamente se tornar resistente a esse agente durante a terapia. Falha clinica associado
com desenvolvimento de resisténcia a anfotericina B ¢ principalmente limitado a cepas de
C. lusitaniae (DENNING e cols, 1997, FAVEL e cols, 2000).
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Do ponto de vista microbiolégico uma cepa € resistente a um antimicrobiano
quando a CIM ¢ mais elevada que o habitual para aquela determinada espécie. Para definir
a CIM habitual, é necessario realizar teste de suscetibilidade e determinar qual € a
distribui¢do das CIM e a moda (valor que se observa o maior numero de vezes) (TUDELA
e cols, 2001).

Nas figuras de 3, 4 e 6, podemos observar, para anfotericina B, fluconazol e
itraconazol, a concentrag¢do sérica atingida por doses usuais de droga e, consequentemente,
o limite da resisténcia clinica. Nestes mesmos graficos € possivel determinar a CIM
referente a resisténcia microbioldgica que para C. albicans € , >1pg/mL para anfotericina
B, >0,5ug/mL para fluconazol. de 0.25 e >1pg/mL para cetoconazol e >0,06pg/mL para
itraconazol. Para C. glabrata, esses valores foram >0,5ug/mL anfotericna B, de
0,25 e >lpg/ml para cetoconazol, de 0,06, 2,0 e 8.0pg/mL para itraconazol
Nio foi possivel observar os dados para fluconazol. Para C. krusei os valores foram
>1pg/ml para anfotericina B, >64pg/ml para fluconazol, >0,25ug/ml para cetoconazol,
>0,5 e 8,0pg/ml para itraconazol. Para C. parapsilosis, esses valores foram >0,5ug/ml para
anfotericina B, >1pg/ml para fluconazol, >0,06pg/ml para cetoconazol e >0,5 e 8,0ug/ml

para itraconazol.

A suscetibilidade “in vitro” para diferentes espécies de Candida frente a
anfotericina B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol. tem sido estudada por muitos
investigadores. O largo valor obtido para a maioria das espécies apresentam uma variedade
na resposta “in vifro” para as drogas mais comuns usadas nas instituicbes meédicas.
Segundo a literatura, a CIM de anfotericina B frente a C. albicans varia de 0,06 a 4pg/mL,
para fluconazol, de 0,03 a 128ug/ml, para cetoconazol, de 0,03 a 32pug/mL e para
itraconazol de 0,03 a 16ug/mL. A CIM para anfotericina B frente a C. glabrata varia de
0,25 a 4ug/mL, para flucoanzol de 0,12 a 32pg/mL, para cetoconazol de 8 a 32ug/ml e para
itraconazol de 0,12 a 32ug/mL. A CIM para anfotericina B frente C. krusei varia de
1 a 4ug/mL, para fluconazol de 0,12 a 64pg/mL, para cetoconazol de 8 a 32ug/ml e para
itraconazol de 0,03 a 8ug/mL. A CIM para anfotericina B, frente a C parapsilosis, varia de

0,03 a 8ug/mL, para fluconazol de 0,03 a 2pg/mL, para cetoconazol de 0,03 a 1pg/mL e
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para itraconazol de 0,03 a 0,5pg/mL (SIMOR e cols, 1997, TORTORANO e cols, 1998
MARTIN-MAZUELO e cols, 1999, RESENDE e cols, 1999, FAVELL e cols, 2000).

De modo geral, os valores de CIM obtidos neste estudo ( tabelas 6,7,.8 e 9)
estdo de acordo com relatados pelos autores acima. No entanto, ndo foi possivel obter na

literatura dados de CFM para comparagéo.

A correlag@o clinica dos testes de suscetibilidade, ainda é um dos maiores

problemas desta metodologia.

Para os pacientes imunodeprimidos, o ideal seria que a CIM e CFM fossem
iguais, o que pode ser observado para anfotericina B, uma droga fungicida. Para as demais,
sao extremamente grandes as variagbes observadas entre CIM e CFM, ficando a CFM,
quando detectada, muito acima da concentragdo sérica. Fato explicado pela acgdo

fungistatica destes antifiingicos (Figuras de 7 a 10).

Na tentativa de estabelecer um parametro para interpretagdo dos testes de
suscetibilidade, REX e cols (1997), propuseram os seguintes valores de corte, os quais, até
0 presente, sdo bem estabelecidos apenas para candidiase de orofaringe associada a AIDS.
Para fluconazol um microrganismo com CIM de 8ug/ml, é considerado sensivel, entre 16 e
32pg/ml sensivel-dose-dependente e, 64ug/ml, é considerado resistente Para itraconazol,
CIM  0,12pug/ml, indica sensibilidade, entre 0,25-0,5ug/ml sensivel-dose-dependente e
1 pug/ml resistente.

Aplicando esta proposta para todas as cepas avaliadas (tabela 10 e 11), temos
que, frente a fluconazol, 94% das cepas de C. krusei e 46,8% das de C. glabrata podem ser
consideradas resistentes. Cem por cento das cepas de C. lusitaniae e 66,7% das de
C. tropicalis sio SDD.

Frente a itraconazol, 72,3% das cepas de C. glabrata e 29,4% das de C. krusei
podem ser consideradas resistentes. Cinquenta por cento das cepas de C. lusitaniae e 47%
de C. krusei sio SDD.
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Com relagdo a fluconazol e itraconazol, segundo REX e cols (2000),
C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, sio consideradas sensiveis para ambas as
drogas. C. glabrata pode ser SDD ou resistente para ambas as drogas. C. krusei geralmente

é R a fluconazol e SDD a itraconazol.

De acordo com a literatura frente a anfotericina B, aproximadamente 94% das
espécies de Candida sdo inibidas numa concentra¢do 1ug/ml. Entretanto C. lusitaniae tem
frequentemente demonstrado resisténcia clinica a esta droga, sendo inibidas a

concentragdes bem maiores que 1pg/ml (PFALLER 200, REX e cols, 2000).

Deste modo, classificamos as cepas estudadas, frente a anfoterina B em
sensiveis e resistentes , de acordo com a tabela 12. Apenas 29,4% das cepas de C. krusei,

podem ser consideradas resistentes sendo as demais consideradas 100% sensiveis.

Utilizando os métodos de Kruskal-Wallis e Mann Witney (CONOVER, 1971,
FLEISS, 1981), os dados de CIM puderam ser avaliados levando-se em consideragdo as

diferentes espécies e os antifingicos avaliados (Figuras 3 a 6 e Tabelas 13 a 16).

Na avaliacio geral de Kruskall-Wallis, foi possivel observar diferengas
estatisticamente significativas entre as CIM de todas as espécies para todas as drogas.

Deste modo, ¢ importante uma identificagdo adequada das diferentes espécies Candida.

Pelo método de Mann Whitney, onde foram comparadas as espécies de 2 a 2
frente a cada uma das drogas avaliadas, as diferencas significativas foram observadas, para
anfotericina B, quando foram comparadas C. krusei e C. glabrata (p=0,001), C. glabrata e
C. albicans (p=0,032), e outras e C. krusei. Para fluconazol e itraconazol todas as
comparagdes de CIM, apontaram diferengas significativas. Para cetoconazol, apenas as
CIM obtidas para as cepas de C. glabrata e C. krusei nao sio estatisticamente diferentes
(p= 0,6049).

Na literatura ndo ha dados relatados para comparagdo destes dados obtidos.
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Até recentemente, era proposto que a candidemia ocorria quase que
exclusivamente por autoinfeccfio resultante de colonizagdo do microrganismo no trato
gastrointestinal. A viabilidade de métodos de tipagem molecular tem confirmado esta
hipétese. Entretanto, vérios relatos demonstram a grande importancia de infecgSes de
origem exdgena em paciente hospitalizados. Um estudo realizado por VOSS e cols (1994),
usando método REAG (restiction endonuclease analysis of genomic DNA), demonstrou
idéntica colonizagdo e  infecdo na  maioria dos pacientes analisados (84%).
REAGAN e cols (1990) encontraram uma frequéncia ainda maior de colonizagdo e

infecdo entre pacientes hematoldgicos e submetidos a transplante de medula 6ssea (94%).

Em relagdo aos pacientes, cujas cepas foram submetidas ao teste de
suscetibilidade, foram coletados os dados disponiveis, na tentativa de correlacionar

microrganismos colonizantes e possiveis agentes causais de infecgdo sistémica (tabela 17).

Na tabela 18 € possivel observar que houve infecgdo causada por
microrganismos de mesmo género e espécie que o colonizante nos pacientes AFO, BVB,
JBP ¢ MRSC. Os pacientes AFO, JBP. possuiam 2 locais colonizados pelo mesmo
microrganismo. Por sua vez, o paciente BVB, possuia 2 locais colonizados por C. krusei e,
2 locais colonizados por C . parapsilosis, no entanto, o processo infeccioso ocorreu apenas
por C. parapsilosis, também detectada no cateter. J4 o paciente MRSC, possuia 2 locais
colonizados por C. krusei e 3 locais colonizados por C. albicans, sendo a C. albicans a
responsavel pela infeccéo.

Para que possa ser comparada a ocorréncia da infec¢do pela cepa colonizante,
seria necessario realizar uma avalia¢do molecular de ambas as cepas (LEVIN e cols, 1998),

que pretende-se realizar, para a complementagdo do trabalho.

Embora tenham sido avaliados os dados referentes aos antifingicos utilizados
no tratamento (tabela 18), ndo foi possivel correlacionar as baixas CIM obtidas e Sucesso

ou falha terapéutica, por dificuldade de recuperacdo dos dados.

Um estudo prospectivo, com acompanhamento do tratamento pela avaliacdo da

CIM, seria mais adequado e ofereceria resultados promissores.
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Avaliando os dados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

e A partir dos dados retrospectivos levantados, de modo geral, C. albicans foi
a espécie mais frequentemente isolada. Houve um aumento do numero de isolados de C.
glabrata nos dois tltimos anos, e C. krusei no ultimo ano, provavelmente resultante do uso

profilatico de fluconazol

e De modo geral, as diferentes espécies de Candida foram mais
frequentemente isoladas a partir de swab de orofaringe. nasofaringe, anal, e escarro.
Em particular, devido as suas caracteristicas peculiares, C. parapsilosis foi a espécie mais

frequente em isolamento a partir de cateteres.

e Avaliando as culturas de vigiléncia realizadas para os pacientes submetidos a
TMO, foi possivel perceber que, a colonizagdo por espécies de Candida foi maior no
periodo pds transplante, mostrando que esses pacientes permanecem suscetiveis a

colonizacdo e/ou infecgdo fliingica durante varios meses apos o procedimento.

e Dentre as espécies de Candida avaliadas, a maioria mostrou-se bastante
sensivel a anfotericina B. As exce¢des foram as cepas de C. krusei, onde 29% das mesmas,

mostraram-se resistentes.

e Com relagio ao fluconazol, as cepas de C. albicans e C. parapsilosis foram
consideradas sensiveis. As cepas de C. glabrata foram sensiveis (23,4%), sensivel-dose-
dependente (29,8%) e resistente (46,8%). As cepas de C. krusei, com exce¢@o de uma cepa

considerada sensivel-dose-dependente, as demais mostraram-se resistentes.

e Frente ao itraconazol as cepas de C. glabrata e C. krusei, apresentaram
respectivamente 72,3% e 29.4% de resisténcia. As demais cepas e outras espécies foram

sensiveis e sensivel-dose-dependente.

e Uma vez que, ainda ndo ha relatos de estabelecimento de ponto de corte para

cetoconazol, ndo foi possivel classificar as cepas avaliadas em sensiveis ou resistentes.
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e Foi possivel observar diferengas estatisticamente significativas entre as CIM
obtidas para as diferentes espécies avaliadas, o que reforca a necessidade de identifica¢do

adequada das Candidas ndo albicans até a espécie.

* Comparando as espécies colonizantes e os agentes causais de infec¢do nos
pacientes avaliados, foi possivel observar vérias coincidéncias. No entanto, para ratificar o
envolvimento do agente colonizante no processo infeccioso, é necessirio uma avaliagdo

molecular, que devera ser realizada para complementagdo do trabalho.

* Embora tenham sido avaliadas as CIM dos agentes infectantes e recuperados
0s dados referentes aos antifiingicos utilizados no tratamento, ndo foi possivel determinar
se houve ou ndo sucesso terapéutico. Foi possivel observar que  pacientes que
desenvolveram processo infeccioso foram a ébito, entretanto ndo foi possivel constatar a

causa. UM estudo prospectivo seria mais adequado, para uma avalia¢@o mais eficiente.
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Opportunistic infections caused by Candida species have increased
substantially over the past 10 to 15 years, becoming a major problem in patients with

hematologic malignancies and bone marrow transplant recipients.

In this work we performed a retrospective study at HC- UNICAMP in order to
evaluate the frequency of Candida species as colonizing microorganisms and/or pathogens
in the Hematology and Bone Marrow Transplant Units; selected microorganisms strains to
submit to antifungal susceptibility tests with the drugs commonly prescribed in these units
and evaluate the possibility of observe correlation between in vitro data and clinical

outcome.

Evaluating colonizing Candida species isolated from hematological patients,
submitted or not to bone marrow transplant between 1996 and 2000, we observed
predominance of Candida albicans in oral, nasal and rectal swabs, and sputum. C. glabrata

and C. krusei were more frequently isolated from oral and nasal swabs and catheter.

Antifungal susceptibility testing were performed by the NCCLS microdilution
method, and was possible to observe that 94% of C. krusei and 46.8% of C. glabrata strains
presented resistance to fluconazole. For itraconazole. 72.3% of C. glabrata and 24.9% of
C. krusei strains were resistant, and the other strains were susceptible or susceptible-dose-
dependent. Evaluating amphotericin B, 29% of the C. krusei strains could be considered

resistant and all the other strains were susceptible.

In this study was possible to identify some coincidences between colonizing
microorganism and infection causative agent. However, to certificate that the infection
occurred by the same strain, it will be necessary a molecular evaluation. We also evaluated
the MICs of both strains (colonizing and infection causative agent) and therapeutic records

were reviewed, but it was impossible to verify e therapeutic performance.
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Anexo 2

Prevaléncia das diferentes espécies de Candida isoladas como colonizantes e/ou patogenos a
partir de espécimes clincos de pacientes hematologicos e submetidos a TMO no periodo de 1996 a

2000

Espécies 1996 1997 1998 1999 2000 % Total
C.albicans 8 18 69 11 26 33,6 132
C.glabrata 7 10 3 24 36 20,4 80
C.guilliermondii 2 1 0 1 1 1,2 5
C.krusei 2 9 11 2 19 10,9 43
C.parapsilosis 1 5 11 6 - 6.9 27
C.rugosa 2 0 1 0 0 0,7 3
C.tropicalis 2 0 2 4 6 357 14
Candida sp 40 8 30 9 1 22,4 88
C.lambica 0 0 0 0 1 0,2 1
Total 64 51 127 57 94 393
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Anexo 3a: Dados de coleta e isolamento de leveduras do génrero Candida a partir de

espécimes clinicos coletados de pacientes das Unidades de Hematologia e TMO HC-
UNICAMP no ano de 1996.

PACIENTE REGISTRO DATA

No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

CLINICO ISOLADO

AFG 5014515 15/01/96 35 SANAL Candida sp T™O
APS 5228821 27/08/96 2407 SOF C. albicans T™MO
CBB 4027161 22/10/96 3093 SNF Candida sp T™MO
CFO 5620843  22/10/96 3077 SOF C. rugosa TMO
CFO 5620843 28/10/96 3177 SOF C. rugosa TMO
CFO 5620843  28/10/96 3177 SOF C. guillermondi TMO
ENM 4741260 02/01/96 4447 SANAL Candida sp T™™O
ENM 4741260 15/01/96 34 SOF Candida sp TMO
ENM 4741260  15/01/96 34 SANAL Candida sp T™MO
ENM 4741260 15/01/96 34 SURET Candida sp TMO
ENM 4741260  22/01/96 121 SOF Candida sp TMO
ENM 4741260  22/01/96 121 SANAL Candida sp TMO

JF 4263907 19/07/96 1986 ESC C. albicans HEMATO
LFG 5649837  30/10/96 3207 SURET C. albicans T™MO
LFG 5649837 04/11/96 3269 SANAL C. albicans TMO
LFG 5649837  26/12/96 3718 SOF C. albicans TMO
LFG 5649837 04/11/96 3269 SANAL C. krusei TMO
LFG 5049837 11/11/96 3355 SANAL Candida sp T™MO
LMS 4908606  16/05/96 1285 SANAL Candida sp TMO
LMS 4908606 18/06/96 1592 SANAL Candida sp TMO
LMS 4908606 24/06/96 1670 SANAL Candida sp TMO
LRZ 4701244 13/01/96 33 SANAL Candida sp T™O
LRZ 4701244 13/01/96 33 SV Candida sp TMO
LRZ 4701244  23/01/96 148 SANAL Candida sp TMO
MAB 2589423 26/09/96 2782 ESC C. albicans HEMATO
MCG 3781514  18/01/96 85 SECMU Candida sp HEMATO
MGP 5530074  24/09/96 2765 SANAL C. guilhermondii T™MO
MGP 5530074  18/09/96 2666 SANAL Candida sp T™MO
MGP 5530074 24/09/96 2765 SNF Candida sp T™MO
MGP 5530074  24/09/96 2765 SOF Candida sp TMO
MGP 5530074 09/09/96 2555 SANAL C. glabrata TMO
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Anexo 3a: Continuagao

PACIENTE REGISTRO DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA
CLINICO ISOLADO
MLAVF 4828452 20/05/96 1319 SANAL Candida sp TMO
MLAVF 4828452  28/05/96 1369 SANAL Candida sp TMO
MLAVF 4828452  11/06/96 1510 SANAL Candida sp TMO
MLAVF 4828452  18/06/96 1600 SANAL Candida sp TMO
MLAVF 4828452  25/06/96 1695 SOF Candida sp TMO
MLAVF 4828452  25/06/96 1695 SOF C. glabrata TMO
MLAVF 4828452  25/06/96 1695 SNF Candida sp TMO
MLAVF 4828452  25/06/96 1695 SNF C. glabrata TMO
MLAVF 4828452  (09/07/96 1845 SANAL Candida sp TMO
MLAVF 4828452  09/07/96 1845 SANAL C. glabrata TMO
MLAVF 4828452  16/07/96 1923 SOF Candida sp TMO
MLAVF 4828452  16/07/96 1923 SOF C. glabrata T™MO
MLAVF 4828452 16/07/96 1923 SANAL Candida sp TMO
MLAVF 4828452 16/07/96 1923 SANAL C. glabrata T™MO
MLAVF 4828452  01/07/96 1750 SANAL Candida sp TMO
MLAVF 4828452 01/07/96 1750 SANAL C. glabrata T™O
MLAVF 4828452 24/07/96 2016 SOF C. glabrata TMO
MLAVF 4828452 24/07/96 2016 SANAL C. glabrata T™O
MRS 20/08/96 2315 SOF C. albicans HEMATO
PCB 4647977 11/03/96 604 SANAL Candida sp HEMATO
PCB 4647977 11/03/96 604 SOF Candida sp HEMATO
RRS 5553012 23/09/96 2740 SANAL C. krusei T™O
RRS 5553012  23/09/96 2740 SNF Candida sp TMO
RZ 5476498  17/06/96 1573 ESC Candida sp HEMATO
RZ 5476498 17/06/96 1588 ESC Candida sp HEMATO
SCS 22/08/96 2358 ESC C. albicans HEMATO
VA 09/08/96 2211 ESC Candida sp HEMATO
VAPA 5332561  04/11/96 3270 SNF C. parapsilosis T™MO
VAPA 5332561 13/08/96 2239 SOF C. tropicalis TMO
VAPA 5332561 13/08/96 2239 SANAL C. tropicalis T™™O
VAPA 5332561  (09/04/96 892 SNF Candida sp T™MO
VAPA 5332561  09/04/96 892 SANAL Candida sp TMO
VAPA 5332561  09/04/96 892 SURET Candida sp TMO
VAPA 5332561 04/11/96 3270 SOF Candida sp TMO
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Anexo 3b: Dados de coleta e isolamento de leveduras do género Candida a partir de

espécimes clinicos coletados de pacientes das Unidades de Hematologia e TMO HC-
UNICAMP no ano de 1997.

PACIENTE REGISTRO DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

CLINICO ISOLADO
AFO 4314483  14/04/97 1055 SOF C. krusei TMO
AFO 4314483  14/04/97 1055 SANAL C. krusei TMO
AFO 4314483  08/04/97 973 SANAL C. krusei TMO
AFO 4314483  31/03/97 911 SANAL C. krusei TMO
AFO 4314483  31/03/97 911 SOF C. krusei T™MO
ASS 5872846  09/11/97 3797 SOF Candida sp HEMATO
BvB 5730125  19/03/97 788 SOF C. krusei TMO
BVB 5730125  19/03/97 788 SANAL C. krusei TMO
BVB 5730125  25/03/97 856 SANAL C. krusei TMO
BvVB 5730125  19/03/97 788 CAT C. parapsilosis T™MO
BvVB 5730125  25/03/97 856 SURET C. parapsilosis TMO
BVB 5730125  25/03/97 856 SNF Candida sp TMO
DH 5515711  22/04/97 1158 SNF C. guilhermondii TMO
DPS 6154356  20/12/97 4338 ESC C. albicans HEMATO
DSS 5872846  03/11/97 3712 SNF C. albicans TMO
JAP 5867099  16/05/97 1457 URI C. albicans HEMATO
JCR 5409588  16/05/97 1448 SOF C. albicans TMO
JCR 5409588 JCR 847 SANAL C. krusei TMO
JCR 5409588  03/06/97 1651 SOF Candida sp TMO
JCR 5409588  10/06/97 1730 SOF Candida sp TMO
JRM 5827196  29/04/97 1248 SANAL C. parapsilosis HEMATO
LFC 5649837  11/03/97 663 SOF C. albicans HEMATO
LFC 5649837  11/03/97 663 SANAL C. albicans HEMATO
LHM 5371286  11/10/97 3402 CAT C. parapsilosis T™MO
LN 5964962  09/11/97 3795 SANAL C. parapsilosis TMO
MRS 5644855  07/10/97 3331 SANAL C. albicans TMO
MRS 5644855  13/10/97 3420 SANAL Candida sp TMO
OF 1458240  20/03/97 814 ESC Candida sp HEMATO
oV 5882493  08/07/97 2146 CAT C. albicans TMO
oV 5882493  08/07/97 2146 SOF C.albicans TMO
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Anexo 3b: Continuacgao

PACIENTE REGISTRO DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

CLINICO ISOLADO
oV 5882493  08/07/97 2146 SNF C.albicans TMO
oV 5882493  31/07/97 2440 SOF C. glabrata TMO
PRS 5552448  17/M11/97 3906 SNF C. albicans T™MO
PS 5975579  08/07/97 2145 SNF C. albicans TMO
PS 5975579  22/09/97 3126 SOF C. albicans T™MO
PS 5975579  22/09/97 3126 SANAL C. albicans TMO
PS 5975579  29/09/97 3230 SOF C. albicans T™™O
PS 5975579  09/11/97 3796 SOF C. albicans TMO
PS 5975579  09/11/97 3796 SANAL C. albicans TMO
PS 5975579  17M11/97 3900 SOF C. albicans TMO
PS 5975579  12/08/97 2572 SURET Candida sp TMO
RP 5745459  08/07/97 2135 SANAL C. glabrata TMO
RP 5745459  08/07/97 2135 SURET C. glabrata TMO
RP 5745459  15/07/97 2220 SOF C. glabrata TMO
RP 5745459  15/07/97 2220 SURET C. glabrata TMO
RP 5745459  15/07/97 2220 SANAL C. glabrata TMO
RP 5745459  22/07/97 2318 SOF C. glabrata TMO
RP 5745459  04/08/97 2485 SOF C. glabrata T™MO
RP 5745459  04/08/97 2485 SURET C. glabrata T™MO
RP 5745459  04/08/97 2485 SANAL C. glabrata TMO
VGS 5311343  15/12/97 4259 SURET Candida sp HEMATO
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Anexo 3c: Dados de coleta e isoalmento de leveduras do género Candida a partir de

espécimes clinicos coletados de pacientes das Unidades de Hematologia e TMO HC-
UNICAMP no ano de 1998.

PACIENTE REGISTRO

DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

CLINCO ISOLADO
AFM 6093164 02/01/98 12 Candida sp HEMATO
AD 5235711 07/05/98 1643 SNF Candida sp HEMATO
AD 5235711 08/05/98 1668 SOF C. albicans HEMATO
AD 5235711 07/05/98 1643 SOF Candida sp HEMATO
AFM 6093164 04/05/98 1592 SANAL C.parapsilosis HEMATO
AFM 6093164 04/05/98 1592 SANAL C. albicans HEMATO
AFM 6093164 12/05/98 1700 SANAL C. parapsilosis HEMATO
AFM 6093164 04/05/98 1592 SNF C. parapsilosis HEMATO
AFM 6093164 04/05/98 1592 SNF C. albicans HEMATO
AFM 6093164 12/05/98 1700 SNF C. parapsilosis HEMATO
AFM 6093164 04/05/98 1592 SOF C. parapsiosis HEMATO
AFM 6093164 04/05/98 1592 SOF C. albicans HEMATO
AFM 6093164 12/05/98 1700 SOF C. parapsilosis HEMATO
AJVC 6249202 01/04/98 1154 SOF C. albicans HEMATO
ALO 6528092 13/10/98 4052 SANAL Candida sp TMO
ALO 6528092 13/10/98 4052 SNF Candida sp T™MO
AM 5965045 19/05/98 1814 SANAL C.albicans T™MO
AM 5965045 19/05/98 1814 SANAL C. krusei TMO
AM 5965045 05/05/98 1622 SOF C. albicans TMO
AM 5965045 19/05/98 1814 SOF C.albicans T™MO
AM 5965045 19/05/98 1814 SOF C. krusei TMO
AMB 3295583 12/03/98 861 SANG C. parapsilosis TMO
AR 2230037 15/12/98 5000 ESC C. albicans HEMATO
AS 6442933 08/07/98 2606 SANAL Candida sp T™MO
AS 6442933 08/07/98 2606 SOF Candida sp T™MO
AT 537943 24/02/98 635 ESC C. albicans HEMATO
CAU 6248088 25/03/98 1061 SANAL Candida sp HEMATO
CAU 6248088 25/03/98 1061 SOF Candida sp HEMATO
DJBC 6222642 24/03/98 1038 SOF Candida sp HEMATO
DSJ 3688243 27/06/98 2441 ESC C albicans HEMATO
EFT 6314659 28/03/98 1107 SOF C. albicans HEMATO
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Anexo 3c: Continuacao

PACIENTE REGISTRO

DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

CLINICO ISOLADO
EOF 6016370 25/08/98 3357 SOF C. krusei HEMATO
FAM 6393586 26/05/98 1908 SOF Candida sp HEMATO
GJM 5153024 11/11/98 4482 ESC C. albicans HEMATO
HLG 6156712 01/06/98 2001 SOF C. parapsilosis HEMATO
IMMO 6500159 25/08/98 3350 SOF C. albicans HEMATO
C. albicans
IRSG 5965045 16/03/98 914 SNF C. albicans HEMATO
VO 6238231 09/02/98 431 SECNA C. albicans HEMATO
JCF 6281052 19/04/98 1410 SOF C. albicans HEMATO
JGO 6192225 07/07/98 2575 CAT C. albicans HEMATO
JLM 5904833 26/01/98 275 SANAL C. albicans TMO
JLM 5904833 26/01/98 275 SNF C. albicans TMO
JLM 5904833 26/01/98 275 SOF C. albicans T™MO
JLM 5904833 02/02/98 343 SOF C. albicans T™MO
JLM 5904833 26/02/98 653 SOF C. albicans TMO
JLM 5904833 26/01/98 275 SURET C. albicans T™MO
LCG 6567876 18/11/98 4605 SOF C. albicans HEMATO
LMB 3295583 02/03/98 688 SANG C. parapsilosis HEMATO
LN 3026457 27/01/98 292 SANAL C. albicans HEMATO
LN 3026457 27/01/98 292 SNF C. albicans HEMATO
LN 3026457 27/01/98 292 SOF C. albicans HEMATO
LN 3026457 27/01/98 292 SURET C. albicans HEMATO
LN 5964962 17/03/98 950 SANAL C. albicans TMO
LN 5964962 12/01/98 117 SANAL Candida sp TMO
LN 5964962 17/03/98 950 SOF C. albicans TMO
LN 5964962 30/03/98 1115 SOF C. albicans TMO
LN 5964962 12/01/98 117 SOF Candida sp TMO
LN 5964962 16/01/98 188 SOF Candida sp TMO
LN 5964962 12/01/98 117 SURET Candida sp HEMATO
Candida sp
LPN 5964962 06/01/98 39 SANAL Candida sp HEMATO
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Anexo 3c: Continuacao

PACIENTE REGISTRO DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA
CLINICO ISOALDO
LPS 5907613 02/03/98 694 SANG C. albicans T™MO
LPS 5907613 01/03/98 682 SNF C. albicans TMO
LPS 5907613 01/03/98 682 SOF C. albicans TMO
LPS 5907613 21/03/98 998 SOF C. krusei TMO
MAMS 5998321 28/03/98 1080 SOF Candida sp HEMATO
MAO 6283513 21/03/98 1000 SOF Candida sp HEMATO
MC 6261480 24/03/98 1040 SANAL C. albicans TMO
MC 6261480 30/03/98 1130 SANAL Candida sp TMO
MDZ 2942646 25/03/98 1062 SANAL Candida sp HEMATO
MDZ 2942646 25/03/98 1062 SOF C. albicans HEMATO
MFV 5984166 17/02/98 525 CAT C.parapsilosis TMO
MFV 5984166 26/05/98 1913 SOF C. tropicalis TMO
MJAF 5283687 08/09/98 3532 SOF Candida sp HEMATO
MMG 6196015 26/02/98 640 SNF C. albicans HEMATO
MMG 6196015 26/02/98 640 SOF C. albicans HEMATO
MMG 61966015  08/03/98 774 SOF C. albicans HEMATO
MMP 3693856 15/09/98 3614 SOF C. albicans HEMATO
MRC 5597769 23/06/98 2357 SOF C. albicans HEMATO
MRDB 2921787 05/10/98 3919 SANAL C. glabrata TMO
MRS 5644855 27/07/98 2864 SANAL C. glabrata TMO
MRS 5644855 04/09/98 2999 SOF C. krusei TMO
MRS 5644855 10/08/98 3092 SOF C. krusei TMO
MRS 5644855 18/08/98 3241 SOF C. krusei TMO
MRS 5644855 27/07/98 2864 SOF Candida sp TMO
MRS 5644855 25/08/98 3363 SOF C. krusei TMO
MRS 5644855 25/08/98 3363 SANAL C. krusei TMO
MRSC 5597769 22/03/98 1015 SANAL C. albicans TMO
MRSC 5597769 07/04/98 1234 SANAL C. albicans TMO
MRSC 5597769 27/04/98 1506 SANAL C. albicans T™MO
MRSC 5597769 14/04/98 1314 SANAL Candida sp TMO
MRSC 5597769 17/03/98 952 SNF C. albicans TMO
MRSC 5597769 22/03/98 1015 SNF C. albicans TMO
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Anexo3c: Continuagao

NOME REGISTRO DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA
CLINICO ISOLADO
MRSC 5597769  30/03/98 1117 SOF C. albicans TMO
MRSC 5597769  07/04/98 1234 SOF C. albicans TMO
MRSC 5507769  27/04/98 1506 SOF C. albicans TMO
MRSC 5597769  05/05/98 1620 SOF C. albicans TMO
MRSC 5597769  12/05/98 1715 SOF C. albicans TMO
MRSC 5597769  17/03/98 952 SOF C. albicans TMO
MSS 6092077  06/01/98 46 ESC Candida sp HEMATO
NC 3812737  06/04/98 1216 ESC C. albicans HEMATO
NDC 5803061 09/11/98 4432 SOF C albicans TMO
oV 5882493  26/06/98 2423 ESC C. albicans HEMATO
PC 6568363  21/12/98 5061 SOF C. krusei TMO
PCF 6544783  26/10/98 4238 SOF Candida sp TMO
PJS 5706057  16/06/98 2210 SOF C. albicans HEMATO
PS 5975579  05/01/98 22 SANAL Candida sp HEMATO
RCCR 6380836  24/09/98 3750 ESC C. albicans TMO
RCCR 6380836  16/11/98 4558 SOF C. krusei T™MO
RJS 6222729  10/05/98 1685 SANAL Candida sp HEMATO
RJS 6222729  10/05/98 1685 SOF Candida sp HEMATO
RLG 6156712  14/06/98 2187 SNF C. parapsilosis TMO
RSR 6328450  10/08/98 3083 SOF C. albicans TMO
RSSA 5018202  20/07/98 2750 SANAL C tropicalis TMO
SAC 5796341 06/04/98 1217 ESC C. albicans T™MO
SGC 6288068  15/06/98 2190 SNF C. rugosa TMO
VEMP 6222729  12/05/98 1698 SANAL Candida sp TMO
VEMP 6245967  19/05/98 1810 SANAL Candida sp TMO
VEMP 6245967  28/04/98 1528 SOF C. albicans TMO
VFS 6185262  09/03/98 794 SANAL C. albicans HEMATO
VFS 6185262  19/04/98 1406 SOF Candida sp HEMATO
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Anexo 3c: Continuacao

NOME REGISTRO DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

CLINICO ISOLADO
WAB 6192807 24/06/98 2367 SANAL C. glabrata HEMATO
WAB 6192807 01/04/98 1155 SOF C. albicans HEMATO

WLO 6155011 03/07/98 2549 SANAL C. albicans HEMATO
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Anexo 3d: Dados de coleta e isolamento de leveduras do género Candida a partir de espécimes
clinicos coletados de pacientes das Unidades de Hematologia e TMO HC-UNICAMP no ano de

1999.
PACIENTE REGISTRO DATA NoROTINA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA
CLINICO ISOALDO
ACSF 6951548 18/10/99 4165 SOF C. albicans TMO
ACSF 6951548 25/10/99 4333 SOF C. albicans TMO
AGB 6955956 21/12/99 5507 CAT C. glabrata HEMATO
AM 5965045 01/03/99 10 SOF Candida sp HEMATO
AM 5965045  22/02/99 6185 SOF C. albicans HEMATO
ASS 6647561 09/03/99 187 SANG C. parapsilosis TMO
DAM 6527878 23/10/99 874 SANG C. lusitaniae TMO
DAM 6527878 23/10/99 875 SANG C. lusitaniae TMO
DPS 615288 24/03/99 465 SANG C. parapsilosis TMO
DPS 6557724 28/03/99 543 CAT C. parapsilosis TMO
DPS 6152881 02/04/99 645 SANG C. parapsilosis TMO
DRCLT 5787277 20/12/99 5495 CAT C. krusei TMO
EEB 6231548 01/03/99 4 SOF Candida sp TMO
EEB 6231548 07/03/99 153 SOF Candida sp TMO
EEB 6231548 15/03/99 300 SOF Candida sp TMO
EEB 6231548  22/02/99 6196 SOF Candida sp TMO
EEB 6231548 22/02/99 6197 SANAL Candida sp TMO
EG 6555536 20/12/99 5480 SANAL C. glabrata TMO
FACJ 6628145 01/02/99 5922 SANAL C. glabrata HEMATO
GAM 3938367 25/10/99  4342/2 SANAL C. glabrata TMO
GAM 3938367 03/11/99 4498 SANAL C. glabrata TMO
GAM 3938367 08/11/99 4632 SANAL C. glabrata TMO
GAM 3938367 25/10/99  4342/1 SANAL C. tropicalis TMO
GAR 6588208 23/03/99 437 SANAL C. glabrata TMO
GAR 6588208 30/03/99 601 SANAL C. glabrata TMO
GAR 6588208 17/03/99 342 SOF Candida sp TMO
GAR 6588208 08/02/99 6019 SANAL C. albicans TMO
GAR 6588208 17/03/99 341 SANAL C. glabrata TMO
GFS 6622785 14/05/99 1322 TECNA C. krusei HEMATO
IMMO 6500159 23/03/99 439 SNF Candida sp TMO
IMMO 6500159 23/03/99 440 SOF Candida sp TMO
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Anexo 3d:Continuacao

PACIENTE REGISTRO

DATA No ROTINA MATERIAL

MICRORGANISMO CLINICA

CLINICO ISOLADO
JBMC 6931885 16/11/99 4801 SOF C. parapsilosis TMO
JLR 6715207 09/08/11 2810 SOF C. albicans TMO
JPB 6753508 13/07/99 232111 SANAL C. glabrata TMO
JPB 6753508 13/07/99 232172 SOF C. glabrata TMO
JPB 6753508 19/07/99  2430/1 SANAL C. glabrata T™MO
JPB 6753508 26/09/99 2586 SANAL C. glabrata T™O
JPB 6753508 19/07/99  2430/2 SANAL C. tropicalis TMO
KGB 6589090 25/01/99 5800 SANAL C. parapsilosis TMO
LSO 658498 31/05/99 1631 SANAL C. glabrata TMO
MAVF 6368317 25/07/99  2570/1 SOF C. glabrata TMO
MAVF 6368317 05/07/99  2200/1 SANAL C. glabrata TMO
MAVF 6368317 12/07/99  2302/1 SOF C. glabrata TMO
MAVF 6368317 12/07/99  2302/2 SANAL C. glabrata TMO
MAVF 6368317 18/07/99 2415/ SOF C. tropicalis TMO
MAVF 6368317 25/07/99 257072 SOF C. tropicalis TMO
MBS 6556932 17/05/99 1362 SANAL C. glabrata TMO
MBS 6556932 24/05/99 1498 SANAL C. glabrata TMO
MBS 6556932 08/06/99 1763 SANAL C. glabrata TMO
MCJ 4466915 12/11/99 4745 ESC C. albicans HEMATO
MCM 5949245 10/01/99 5234 SNF C. albicans T™MO
MMC 6377627 21/12/99 5517 ESC C. albicans HEMATO
MSP 6226323 31/08/99 3267 ESC C. albicans HEMATO
MV 5858016 22/03/99 410 SOF C. glabrata TMO
MV 5858016 29/03/99 557 SANAL C. glabrata T™MO
MV 5858016 29/03/99 559 SNF C. glabrata TMO
NACL 6742787 16/08/99 2944 SANAL C. guillermondii TMO
RMS 4926953 12/01/99 5259 ESC C. albicans HEMATO
SRB 6619108 28/03/99 538 SANG C. albicans TMO
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Anexo 3e: Dados de coleta e isolamento de leveduras do género Candida a partir de
espécimes clinicos coletados de pacientes das Unidades de Hematologia e TMO HC-
UNICAMP no ano de 2000.

PACIENTE REGISTRO DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANSIMO CLINICA
CLINICO ISOLADO
AAP 7210256 04/09/00 4709 SOF C. albicans TMO
AB 4631229 03/03/00 1248/1 ESC C. albicans TMO
AB 4631229 03/03/00 1248/2 ESC C. krusei TMO
AB 6926147 28/08/00 4581 SOF C. lambica T™O
AB 6926147 17/10/00 5448 SOF C. krusei TMO
AB 6926147 24/10/00 5567 SOF C. krusei TMO
AB 6926147 13/11/00 5918 SNF C. krusei TMO
AB 6926147 13/11/00 5919 SOF C. krusei TMO
AGF 7054616 17/07/00 3812 SOF C. glabrata TMO
AGF 7054616 18/09/00 4888 SOF C. glabrata TMO
ARM 7127520 05/06/00 3019/2 SNF C. parapsilosis HEMATO
ASE 7080786 14/05/00 2629 SOF C. albicans TMO
BPTMR 5235193 07/02/00 760 SOF C. krusei TMO
CAC 6714792 12/06/00 3134 SOF C. krusei TMO
CAC 6714792 17/06/00 3259 SOF C. krusei T™MO
CAC 6714792 10/07/00 3641 SOF C. krusei TMO
CAC 6714792 10/07/00 3643 SANAL C. krusei T™™O
CAC 6714792 17/07/00 3809 SOF C. krusei TMO
CAC 6714792 17/07/00 3810 SANAL C. krusei T™O
CF 6596758 17/05/00 2695 SNF C. tropicalis HEMATO
CJC 7166695 26/09/00 5053/1 LINGUA C. glabrata HEMATO
DM 4661452 02/05/00 2374 SANAL C. glabrata TMO
DPS 615288 28/08/00 4569 SOF C. tropicalis HEMATO
DRCLT 5787277 12/06/00 3155 SOF C. glabrata HEMATO
DRCLT 5787277 19/06/00 3282 SOF C. glabrata HEMATO
DRCLT 5787277 19/06/00 3283 SNF C. glabrata HEMATO
EG 6555536 03/04/00 1874 SOF C. parapsilosis HEMATO
EG 6555536 17/04/00 2117 SOF C. tropicalis HEMATO
ES 6851740 21/02/00 1027 SANG C. glabrata TMO
ES 6851740 21/02/00 1018 S ANAL C. tropicalis TMO
ES 6851740 13/03/00 1399 S ANAL C. krusei TMO
ES 6851740 21/03/00 1625 S ANAL C. guilhermondii TMO
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Anexo 3e: Continuagao

PACIENTE REGISTRO DATA  No ROTINA MATERIAL MICRORGANSIMO CLINICA
CLINICO ISOLADO
FCL 7179036 06/06/00 3048 SLP C. albicans HEMATO
1AM 6621164 06/03/00 1290 SOF C. albicans T™MO
IAM 6621161 13/03/00 1394 SOF C. albicans TMO
IAM 6621161 20/03/00 1562 SOF C. albicans TMO
IN 7061647 10/03/00 1345 SECTR C. glabrata HEMATO
JAJR 6506682 06/03/00 1288 SANAL C. krusei HEMATO
JCST 7402839 18/12/00 6675 SNF Candida sp HEMATO
JFS 6693849 02/03/00 1215 ESC C. albicans HEMATO
JMS 6720313 26/06/00 3361 SOF C. glabrata HEMATO
JMS 6720313 26/06/00 3363 SOF C. glabrata HEMATO
MAO 5680736 17/07/00 3807 SANAL C. glabrata TMO
MAO 5680735 30/07/00 4079 SOF C. glabrata TMO
MAO 5680736 31/07/00 4078 SNF C. glabrata TMO
MAO 5680736 31/07/00 4080 SANAL C. glabrata TMO
MAO 5680737 01/08/00 41086 CAT C. glabrata T™O
MAO 5680736 06/08/00 4206 SOF C. glabrata TMO
MAO 5680737 06/08/00 4209 SNF C. glabrata TMO
MAO 5680736 21/08/00 4457 SNF C. glabrata T™O
MAO 5680737 22/08/00 4458 SOF C. glabrata TMO
MBFC 7188950 27/04/00 2314 ESC C. glabrata HEMATO
MCSG 5106368 27/11/00 6120 ESC C. krusei HEMATO
MP 7124481 04/12/00 6245 SANAL C. glabrata TMO
MP 7124481 11/12/00 6358 SANAL C. glabrata T™MO
MRSC 6714792 10/07/00 3649 SANAL C. glabrata TMO
MRSC 5597769 17/07/00 3802 SNF C. albicans T™MO
MRSC 5597769 17/07/00 3804 SANAL C. glabrata TMO
MRSC 5597769 06/08/00 4198 SNF C. albicans T™MO
MRSC 5597770 06/08/00 4199 SANAL C. albicans T™MO
MRSC 5597771 06/08/00 4201 SOF C. albicans T™MO
MRSC 5597769 09/08/00 4265 TECNA C. albicans TMO
MRSC 5597769 14/08/00 4335 SOF C. albicans T™MO
MRSC 5597770 15/08/00 4336 SANAL C. albicans TMO
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Anexo 3e: Coninuacao

PACIENTE REGISTRO DATA No ROTINA MATERIAL MICRORGANSIMO CLINICA
CLiNICO ISOALDO
NLA 5170189 20/11/00 5993 SANAL C. albicans HEMATO
OAC 6569414 28/03/00 1762 SNF C. parapsilosis TMO
PPS 6476879 31/01/00 608/1 SOF C.albicans HEMATO
PPS 6476879 07/02/00 773 SOF C.albicans HEMATO
PPS 6476879 07/02/00 775 SANAL C.albicans HEMATO
PPS 6476879 14/02/0C 889 SOF C.albicans HEMATO
RDN 7156898 28/05/00 2907 SANAL C. albicans TMO
RDN 7156896 17/06/00 3270 SANAL C. krusei TMO
RDN 7156898 26/06/00 3366 SANAL C. krusei TMO
RDN 71566898 03/07/00 3492 SANAL C. krusei TMO
RJC 7198975 15/08/00 4369 SOF C. albicans TMO
RJSN 7275094 27/11/00 6114 SANAL C. krusei TMO
RJSN 7275094 08/12/00 6327 SANAL C. albicans TMO
RJSN 7275094 18/12/00 6687 SANAL C. glabrata TMO
RPRR 7003710 03/07/00 SOF C. glabrata T™MO
RPRR 7003710 03/07/00 3497 SANAL C. glabrata T™MO
RPRR 7003710 10/07/00 3650 SOF C. glabrata TMO
RPRR 7003710 10/07/00 3652 SANAL C. glabrata TMO
RPRR 7003710 17/07/00 3799 SNF C. glabrata TMO
RPRR 7003710 17/07/00 3800 SOF C. glabrata TMO
RPRR 7003710 06/08/00 4210 SOF C. glabrata TMO
RPRR 7003711 07/08/00 4212 SANAL C. glabrata TMO
RSSA 5918202 08/05/00 2518 SOF C. parapsilosis TMO
RSSA 7211884 17/10/00 5443 SANAL Candida sp TMO
SFM 7207683 11/05/00 2577 ESC C. albicans HEMATO
SMP 3576252 12/06/00 3156 SOF C. tropicalis TMO
SMP 3576252 12/06/00 3158 SANAL C. tropicalis T™MO
WRS 6097833 06/08/00 SOF C. albicans TMO
WRS 6997835 06/08/00 4192 SANAL C. albicans TMO
WRS 6997834 06/08/00 4190/2 SOF C. glabrata TMO
WRS 6997833 15/08/00 4373 SOF C. glabrata TMO
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Anexoda: Dados de pacientes submetiodos a TMO no ano de 1996.

DATA PACIENTE REGISTRO No ROTINA DATA MATERIAL MICRORGANISMO
TMO COLETA CLIiNICO ISOALDO
04/01/96 AFC 5014515 35 15/01/96 SANAL Candida sp
22/08/96 APS 5228821 2407 27/08/96 SOF C. albicans
17/10/96 CBB 4027161 3093 22/10/96 SNF Candida sp
24/10/96 CFO 5620843 3077 22/10/96 SOF C. rugosa
CFO 5620843 3177 28/10/96 SOF C. rugosa
CFO 5620843 3177 28/10/96 SOF C. guilhermondii
11/01/86 ENM 4741260 4447 02/01/96 SANAL Candida sp
ENM 4741260 34 15/01/96 SOF Candida sp
ENM 4741260 34 15/01/96 SANAL Candida sp
ENM 4741260 34 15/01/96 SURET Candida sp
ENM 4741260 121 22/01/96 SOF Candida sp
ENM 4741260 121 22/01/96 SANAL Candida sp
31/10/96 LFG 5649837 3207 30/10/96 SURET C. albicans
LFG 5649837 3269 04/11/96 SANAL C. albicans
LFG 5649837 3718 26/12/96 SOF C. albicans
LFG 5649837 3269 04/11/96 SANAL C.krusei
LFG 5049837 3355 11/11/96 SANAL Candida sp
28/03/96 LMS 4908606 1285 16/05/96 SANAL Candida sp
LMS 4908606 1592 18/06/96 SANAL Candida sp
LMS 4908606 1670 24/06/96 SANAL Candida sp
03/01/96 LRZ 4701244 33 13/01/96 SANAL Candida sp
LRZ 4701244 33 13/01/96 SV Candida sp
LRZ 4701244 148 23/01/96 SANAL Candida sp
15/08/96  MGP 5530074 2765 24/09/96 SANAL C.guilhermondii
MGP 5530074 2666 18/09/96 SANAL Candida sp
MGP 5530074 2765 24/09/96 SNF Candida sp
MGP 5530074 2765 24/09/96 SOF Candida sp

MGP 55630074 2555 09/09/96 SANAL C. glabrata
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Anexo 4a: Continuagao

DATA PACIENTE REGISTRO No ROTINA DATA MATERIAL MICRORGANISMO
TMO COLETA CLINICO ISOLADO
25/06/96 MLAVF 4828452 404 01/01/96 SANG C. glabrata
MLAVF 4828452 1319 20/05/96 SANAL Candida sp
MLAVF 4828452 - 1369 28/05/96 SANAL Candida sp
MLAVF 4828452 1510 11/06/96 SANAL Candida sp
MLAVF 4828452 1600 18/06/96 SANAL Candida sp
MLAVF 4828452 1695 25/06/96 SOF Candida sp
MLAVF 4828452 1695 25/06/96 SOF C. glabrata
MLAVF 4828452 1695 25/06/96 SNF Candida sp
MLAVF 4828452 1695 25/06/96 SNF C. glabrata
MLAVF 4828452 1845 09/07/96 SANAL Candida sp
MLAVF 4828452 1845 09/07/96 SANAL C. glabrata
MLAVF 4828452 1923 16/07/96 SOF Candida sp
MLAVF 4828452 1923 16/07/96 SOF C. glabrata
MLAVF 4828452 1923 16/07/96 SANAL Candida sp
MLAVF 4828452 1823 16/07/96 SANAL C. glabrata
MLAVF 4828452 1750 01/07/96 SANAL Candida sp
MLAVF 4828452 1750 01/07/96 SANAL C. glabrata
MLAVF 4828452 2016 24/07/96 SOF C. glabrata
MLAVF 4828452 2016 24/07/96 SANAL C. glabrata
05/09/96 RRS 5553012 2740 23/09/96 SANAL C.krusei
RRS 5553012 2740 23/09/96 SNF Candida sp
21/03/96  VAPA 5332561 3270 04/11/96 SNF C. parapsilosis
VAPA 5332561 2239 13/08/96 SOF C. tropicalis
VAPA 5332561 2239 13/08/96 SANAL C. tropicalis
VAPA 5332561 892 09/04/96 SNF Candida sp
VAPA 5332561 892 09/04/96 SANAL Candida sp
VAPA 5332561 892 09/04/96 SURET Candida sp

VAPA 5332561 3270 04/11/96 SOF Candida sp
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Anexo 4b: Dados de pacients submetidos a TMO no ano de 1997

DATA  PACIENTE REGISTRO No ROTINA DATA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

TMO COLETA  CLINICO ISOLADO

03/04/97 AFO 4314483 1055 14/04/97 SOF C. krusei TMO
AFO 4314483 1055 14/04/97 SANAL C. krusei TMO

AFO 4314483 973 08/04/97 SANAL C. krusei TMO

AFO 4314483 911 31/03/97 SANAL C. krusei TMO

AFO 4314483 911 31/03/97 SOF C. krusei T™MO

16/01/97 BVB 5730125 788 19/03/97 SOF C. krusei TMO
BVB 5730125 788 19/03/97 SANAL C. krusei TMO

BVB 5730125 856 25/03/97 SANAL C. krusei TMO

BVB 5730125 788 19/03/97 CAT C. parapsilosis TMO

BVB 5730125 856 25/03/97 SURET C. parapsilosis TMO

BVB 5730125 856 25/03/97 SNF Candida sp T™MO

10/04/97 DH 5515711 1158 22/04/97 SNF C. guilthermondii T™MO
11/09/97 DSSs 5872846 3712 03/11/97 SNF C. albicans T™MO
06/03/97 JCR 5409588 1448 16/05/97 SOF C. albicans TMO
JCR 5409588 847 JCR SANAL C. krusei TMO

JCR 5409588 1651 03/06/97 SOF Candida sp TMO

JCR 5409588 1730 10/06/97 SOF Candida sp T™MO

16/10/97 LHM 5371286 3402 11/10/97 CAT C. parapsilosis TMO
30/10/97 LN 5964962 3795 09/11/97 SANAL C. parapsilosis TMO
11/09/97 MRS 5644855 3331 07/10/97 SANAL C. albicans TMO
MRS 5644855 3420 13/10/97 SANAL Candida sp TMO

21/08/97 oV 5882493 2146 08/07/97 CAT C. albicans TMO
ov 5882493 2146 08/07/97 SOF C. albicans TMO

ov 5882493 2146 08/07/97 SNF C. albicans TMO

ov 5882493 2440 31/07/97 SOF C. glabrata TMO

13/11/97 PRS 5552448 3906 17/11/97 SNF C. albicans TMO
10/10/97 PS 5975579 2145 08/07/97 SNF C. albicans TMO
PS 5975579 3126 22/09/97 SOF C. albicans T™MO

PS 5975579 3126 22/09/97 SANAL C. albicans TMO

PS 58975579 3230 29/09/97 SOF C. albicans T™O

PS 5975579 3796 09/11/97 SOF C. albicans T™O

PS 5975579 3796 09/11/97 SANAL C. albicans T™MO

PS 5975579 3900 17/11/97 SOF C. albicans T™MO

PS 59756579 2572 12/08/97 SURET Candida sp TMO
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Anexodb: Continuagao

DATA PACIENTE REGISTRO No ROTINA DATA MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

TMO COLETA ISOALDO
26/07/97 RP 5745459 2135 08/07/97 SANAL C. glabrata T™MO
RP 5745459 2135 08/07/97 SURET C. glabrata TMO
RP 5745459 2220 15/07/97 SOF C. glabrata TMO
RP 5745459 2220 15/07/97 SURET C. glabrata T™MO
RP 5745459 2220 16/07/97 SANAL C. glabrata TMO
RP 5745459 2318 22/07/97 SOF C. glabrata TMO
RP 5745459 2485 04/08/97 SOF C. glabrata TMO
RP 5745459 2485 04/08/97 SURET C. glabrata TMO

RP 5745459 2485 04/08/97 SANAL C. glabrata TMO
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Anexo 4c: Dados de pacientes submetidos a TMO no ano de 1998.

DATA PACIENTE REGISTRO No ROTINA DATA MATERIAL MICRORGANISMO
TMO COLETA CLINICO ISOLADO
08/10/98 ALO 6528092 4052 13/10/98 SANAL Candida sp
ALO 6528092 4052 13/10/98 SNF Candida sp
19/03/98 AM 5965045 1814 19/05/98 SANAL C. albicans
AM 5965045 1814 19/05/98 SANAL C. krusei
AM 5965045 1622 05/05/98 SOF C. albicans
AM 5965045 1814 19/05/98 SOF C. albicans
AM 5965045 1814 19/05/98 SOF C. krusei
12/02/98 AMB 3295583 861 12/03/98 SANG C. parapsilosis
17/09/98 AS 6442933 2606 08/07/98 SANAL Candida sp
AS 6442933 2606 08/07/98 SOF Candida sp
29/01/98 JLM 5904833 275 26/01/98 SANAL C. albicans
JLM 5904833 275 26/01/98 SNF C. albicans
JLM 5904833 275 26/01/98 SOF C. albicans
JLM 5904833 343 02/02/98 SOF C. albicans
JLM 5904833 653 26/02/98 SOF C. albicans
JLM 5904833 275 26/01/98 SURET C. albicans
31/10/98 LN 5964962 950 17/03/98 SANAL C. albicans
LN 5964962 117 12/01/98 SANAL Candida sp
LN 5964962 950 17/03/98 SOF C. albicans
LN 5964962 1115 30/03/98 SOF C. albicans
LN 5964962 117 12/01/98 SOF Candida sp
LN 5964962 188 16/01/98 SOF Candida sp
LPS 5907613 694 02/03/98 SANG C. albicans
LPS 5907613 682 01/03/98 SNF C. albicans
LPS 5907613 682 01/03/98 SOF C. albicans
LPS 5907613 998 21/03/98 SOF C. krusei
12/03/98 MC 6261480 1040 24/03/98 SANAL C. albicans
MC 6261480 1130 30/03/98 SANAL Candida sp
19/01/98 MFV 5984166 525 17/02/98 CAT C. parapsilosis
MFV 5984166 1913 26/05/98 SOF C. tropicalis
01/10/98 MRDB 2921787 3919 05/10/98 SANAL C. glabrata
11/09/97 MRS 5644855 2864 27/07/98 SANAL C. glabrata
MRS 5644855 2999 04/09/98 SOF C. krusei
MRS 5644855 3092 10/08/98 SOF C. krusei

MRS 5644855 3241 18/08/98 SOF C. krusei
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Anexo 4c: Continuagao

DATA PACIENTE REGISTRO No ROTINA DATA MATERIAL MICRORGANISMO

TMO COLETA CLINICO ISOLADO

11/09/97 MRS 5644855 2864 27/07/98 SOF Candida sp
MRS 5644855 3363 25/08/98 SOF C. krusei
MRS 5644855 3363 25/08/98 SANAL C. krusei

09/04/98  MRSC 5597769 1015 22/03/98 SANAL C. albicans

MRSC 5597769 1234 07/04/98 SANAL C. albicans

MRSC 5597769 1506 27/04/98 SANAL C. albicans

MRSC 5597769 1314 14/04/98 SANAL Candida sp

MRSC 5597769 9562 17/03/98 SNF C. albicans

MRSC 5597769 1015 22/03/98 SNF C. albicans

MRSC 5597769 1117 30/03/98 SOF C. albicans

MRSC 5587769 1234 07/04/98 SOF C. albicans

MRSC 5597769 1506 27/04/98 SOF C. albicans

MRSC 5597769 1620 05/05/98 SOF C. albicans

MRSC 55697769 1715 12/05/98 SOF C. albicans

MRSC 5697769 952 17/03/98 SOF C. albicans

12/11/98 NDC 5803061 4432 09/11/98 SOF C. albicans
19/11/98 PC 6568363 5061 21/12/98 SOF C. krusei

29/10/98 PCF 6544783 4238 26/10/98 SOF Candida sp

RCRR 6380836 3750  24/09/98 ESC C. albicans
4558 16/11/98 SOF C. krusei

02/04/98 RLG 6156712 2187 14/06/98 SNF C. parapsilosis

13/08/98 RSR 6328450 3083 10/08/98 SOF C. albicans

24/07/98  RSSA 5918202 2750 20/07/98 SANAL C. tropicalis

15/06/98 SAC 5796341 1217 06/04/98 ESC C. albicans
04/06/98 SGC 6288068 2190 15/06/98 SNF C. rugosa

10/12/98  VEMP 6222729 1698 12/05/98 SANAL Candida sp

VEMP 6245967 1810 19/05/98 SANAL Candida sp

VEMP 6245967 15628 28/04/98 SOF C. albicans
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Anexo 4d: Dados de pacientes submidos a TMO no ano de 1999

DATA PACIENTE REGISTRO No ROTINA DATA  MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

T™MO COLETA CLINICO ISLOADO
07/10/99 ACSF 6951548 4165 18/out SOF C. albicans TMO
ACSF 6951548 4333 25/out SOF C. albicans TMO

04/03/99 ASS 6647561 187 09/03/92 SANG  C. parapsilosis T™MO

13/10/99 DAM 6527878 874 23/10/99 SANG C. lusitaniae TMO
DAM 6527878 875 23/10/98 SANG C. lusitaniae T™MO

11/06/99 DPS 615288 465 24/03/99 SANG C. Parapsilosis  TMO
DPS 6557724 543 28/03/99 CAT C. Parapsilosis T™MO
DPS 6152881 645 02/04/99 SANG C. Parapsilosis TMO

25/11/99 DRCLT 5787277 5495 20/dez CAT C. krusei TMO
04/03/99 EEB 6231548 6196 22/02/99 SOF Candida sp TMO
EEB 6231548 6197 22/02/99 SANAL Candida sp TMO

EEB 6231548 4 01/03/99 SOF Candida sp ™O

EEB 6231548 153 07/03/99 SOF Candida sp TMO

EEB 6231548 300 15/03/99 SOF Candida sp TMO

EG 65555536 5480 20/12/99 SANAL C. glabrata TMO

30/09/99 GAM 3938367  4342/2 25/out SANAL C. glabrata TMO
GAM 3938367 4342/1 25/out SANAL C. tropicalis TMO

GAM 3938367 4498 03/nov  SANAL C. glabrata TMO

GAM 3938367 4632 08/mov  SANAL C. glabrata TMO

27/02/99 GAR 6588208 6019 08/02/99 SANAL C. albicans TMO
GAR 6588208 342 17/03/99 SOF Candida sp TMO

GAR 6588208 341 17/03/99 SANAL C. glabrata TMO

GAR 6588208 437 23/03/99 SANAL C. glabrata TMO

GAR 6588208 601 30/03/99 SANAL C. glabrata TMO

08/04/99 IMMO 6500159 439 23/03/99 SNF Candida sp TMO
IMMO 6500159 440 23/03/99 SOF Candida sp TMO

18/11/99 JBMC 6931885 4801 16/nov SOF C. parapsilosis TMO
12/08/99 JLR 6715207 2810 09/ago SOF C. albicans TMO
13/07/99 JPB 6753508 2321/ 13/jul SANAL C. glabrata TMO
JPB 6753508  2321/2 13/fjul SOF C. glabrata TMO

JPB 6753508 24301 19/jul SANAL C. glabrata TMO

JPB 6753508 2430/2 19/jul SANAL C. tropicalis TMO

JPB 6753508 2586 26/jul SANAL C. glabrata ™O

28/01/99 KGB 6589090 5800 25/01/99 SANAL  C. parapsilosis TMO
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Anexo4d: Continuacao

DATA TMO NOME REGISTRO No ROTINA DATA  MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA
COLETA CLINICO ISOLADO

13/05/99 LSO 658498 1631 31/05/99 SANAL C. glabrata TMO

12/07/99 MAVF 6368317 2200/ 05/jul SANAL C. glabrata TMO

MAVF 6368317  2302/1 12/jul SOF C. glabrata TMO
MAVF 6368317  2302/2 12/jul SANAL C. glabrata TMO
MAVF 6368317 2415/ 18/jul SOF C. tropicalis TMO
MAVF 6368317 2570/ 25/jul SOF C. glabrata TMO
MAVF 6368317  2570/2 25/jul SOF C. tropicalis TMO

12/07/99 MBS 6556932 1362 17/05/99 SANAL C. glabrata TMO
MBS 6556932 1498 24/05/99 SANAL C. glabrata TMO
MBS 6556932 1763 08/06/99 SANAL C. glabrata TMO

20/05/99 MCM 5949245 5234 10/01/99 SNF C. albicans TMO
25/03/99 Mv 5858016 410 22/03/99 SOF C.glabrata TMO
MV 5858016 557 29/03/99 SANAL C. glabrata TMO
MV 5858016 559 29/03/99 SNF C. glabrata TMO

11/08/99 NACL 6742787 2944 16/ago SANAL C. guilhermondii  TMO

11/03/99 SRB 6619108 538 28/03/99  SANG C. albicans T™MO
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Anexo 4e: Dados de pacientes submetidos a TMO no ano de 2000

DATA PACIENTE REGISTRO No ROTINA DATA  MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA

T™O COLETA CLINICO ISOLADO

04/09/00 AAP 7210256 4709 04/09/00 SOF C. albicans TMO
AB 4631229  1248/1  03/03/00 ESC C. albicans TMO

AB 4831229  1248/2  03/03/00 ESC C. krusei TMO

AB 6926147 4581 28/08/00 SOF C. lambica TMO

AB 6926147 5448 17/10/00 SOF C. krusei TMO

AB 6926147 5567 24/out SOF C. krusei TMO

AB 6926147 5918 13/11/00 SNF C. krusei T™O

AB 6926147 5919 13/11/00 SOF C. krusei T™™O

29/06/00 AGF 7054616 4888 18/09/00 SOF C. glabrata TMO
AGF 7054616 3812 17/07/00 SOF C. glabrata T™O

04/05/00 ASE 7080786 2629 14/05/00 SOF C. albicans TMO
05/02/00 BPTMR 5235193 760 07/02/00 SOF C. krusei TMO
05/06/00 CAC 6714792 3134 12/06/00 SOF C. krusei TMO
CAC 6714792 3259 17/06/00 SOF C. krusei TMO

CAC 6714792 3641 10/07/00 SOF C. krusei T™MO

CAC 6714792 3643 10/07/00 SANAL C. krusei ™O

CAC 6714792 3809 17/07/00 SOF C. krusei TMO

CAC 6714792 3810 17/07/00 SANAL C. krusei TMO

27/04/00 DM 4661452 2374 02/05/00 SANAL C. glabrata ™O
10/02/00 ES 6851740 1027 21/02/00 SANG C. glabrata T™O
ES 6851740 1018 21/02/00 SANAL C. tropicalis TMO

ES 6851740 1399 13/03/00 SANAL C. krusei TMO

ES 6851740 1625 21/03/00 SANAL C. guihermondii  TMO

09/03/00 IAM 6621164 1290 06/03/00 SOF C. albicans TMO
1AM 6621161 1394 13/03/00 SOF C. albicans TMO

IAM 6621161 1562 20/03/00 SOF C. albicans T™™O

21/03/00 MAO 5680736 3807 17/07/00  SANAL C. glabrata TMO
MAO 5680735 4079 30/07/00 SOF C. glabrata TMO

MAQO 5680736 4078 31/07/00 SNF C. glabrata T™MO

MAO 5680736 4080 31/07/00 SANAL C. glabrata TMO

MAO 5680737 4106 01/08/00 CAT C. glabrata TMO

MAO 5680736 4206  06/08/00 SOF C. glabrata TMO

MAO 5680737 4209 06/08/00 SNF C. glabrata TMO

MAO 5680736 4457 21/08/00 SNF C. glabrata TMO

MAO 5680737 4458 22/08/00 SOF C. glabrata TMO
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Anexo 4e: Continuacao

DATA _ PACIENTE REGISTRONo ROTINA DATA  MATERIAL MICRORGANISMO CLINICA
TMO COLETA  CLINICO ISOLADO

06/12/00 MP 7124481 6245 04/12/00 SANAL C. glabrata TMO
MP 7124481 6358 11/12/00  SANAL C. glabrata T™MO

09/04/98 MRSC 6714792 3649 10/07/00 SANAL C. glabrata T™MO
MRSC 5597769 3802 17/07/00 SNF C. albicans TMO
MRSC 5597769 3804 17/07/00  SANAL C. glabrata T™MO
MRSC 5597769 4198 06/08/00 SNF C. albicans TMO
MRSC 5597770 4199 06/08/00  SANAL C. albicans T™MO
MRSC 5597771 4201 06/08/00 SOF C. albicans TMO
MRSC 5597769 4265 09/08/00 TN C. albicans T™™O
MRSC 5597769 4335 14/08/00 SOF C. albicans T™MO

MRSC 5597770 4336 15/08/00 SANAL C. albicans T™MO
17/03/00 OAC 6569414 1762 28/03/00 SNF C. parapsilosis TMO

01/06/00 RDN 7156898 2907 28/05/00 SANAL C. albicans TMO

RDN 7156896 3270 17/06/00  SANAL C. krusei TMO
RDN 7156898 3366 26/06/00  SANAL C. krusei T™MO
RDN 71566898 3492 03/07/00 SANAL C. krusel TMO
17/08/00 RJC 7198975 4369 15/08/00 SOF C. albicans TMO
30/11/00 RJSN 7275094 6114 27/11/00  SANAL C. krusei TMO

RJSN 7275094 6327 08/12/00  SANAL C. albicans TMO
RJSN 7275094 6687 18/12/00 SANAL C. glabrata T™MO

20/01/00 RPRR 7003710 03/07/00 SOF C. glabrata T™MO
RPRR 7003710 3497 03/07/00  SANAL C. glabrata TMO
RPRR 7003710 3650 10/07/00 SOF C. glabrata TMO
RPRR 7003710 3652 10/07/00  SANAL C. glabrata ™O
RPRR 7003710 3799 17/07/00 SNF C. glabrata T™MO
RPRR 7003710 3800 17/07/00 SOF C. glabrata TMO
RPRR 7003710 4210 06/08/00 SOF C. glabrata T™O
RPRR 7003711 4212 07/08/00  SANAL C. glabrata TMO

RSSA 5918202 2518 08/05/00 SOF C. parapsilosis TMO
13/10/00 RSSA 7211884 5443 17/10/00 SANAL Candida sp T™MO

29/05/00 SMP 3576252 3156 12/06/00 SOF C. tropicalis TMO
SMP 3576252 3158 12/06/00 SANAL C. tropicalis TMO
11/08/00 WRS 6997833 06/08/00 SOF C. albicans TMO
WRS 6997835 4192 06/08/00  SANAL C. albicans T™™O
WRS 6997834 4190/2 06/08/00 SOF C. glabrata TMO

WRS 6997833 4373 15/08/00 SOF C. glabrata TMO
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Anexo 5: Resultados dos teste de suscetibilidade para as diferentes espécies

LEVEDURA CEPA _ANFOTERICINA B FLUCONAZOL CETOCONAZOL ITRACONAZOL
No *CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
C albicans 189 1,0 1,0 1.0 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
196 1,0 1,0 1,0 >64,0 <0,03 >16,0 <0,03 >16.0
239/1 1,0 1,0 1,0 >64.0 <0,03 >16,0 0,06 >16.0
115 0,25 0,25 0,5 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
116 0,25 0,25 0.5 >64,0 <0,03 >16.0 0,06 >16.0
146 0,25 0,25 0.5 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
147 1,0 1,0 0.5 >64.,0 <0,03 4,0 0,06 >16.0
97 1.0 1,0 1,0 >64,0 <0,03 >16,0 0,12 >16,0
98 1,0 1,0 1,0 >64,0 <0,03 >16,0 0,12 >16,0
99 1,0 1,0 1,0 >64.,0 <0,03 >16,0 0,06 >16.0
167 1,0 2,0 1,0 =640 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
169 1,0 1,0 1,0 >64.0 <0.03 >16,0 0,06 >16,0
170 1.0 1,0 1,0 >64.,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
171 1,0 2,0 1,0 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
172 1,0 1.0 1,0 >64,0 <0,03 >16.0 0,06 >16,0
173 1,0 2,0 1,0 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
177 1,0 1,0 1,0 >64,0 <0,03 >16.0 0,06 >16,0
178 1,0 1,0 1,0 >64,0 <0,03 >16,0 <0,03 >16,0
179 1.0 2.0 1,0 >64.0 <0,03 >16,0 0,06 >16.0
208 1,0 2, 1,0 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16.,0
209 1,0 1,0 1,0 =640 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
8 0,5 0,5 0,5 >64,0 <0,03 >16,0 0,12 >16,0
210 0,25 0,25 1,0 >64.0 <0,03 >16,0 <0.03 >16,0
217 1,0 1.0 0,5 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
246 0,5 0,5 0,5 >64,0 <0,03 >16,0 <0,03 >16,0
256 1,0 2,0 0,5 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
265 0,12 0,12 0,5 >64,0 <0,03 >16,0 <0,03 >16,0
271 1,0 1,0 0,5 >64,0 0,06 >16,0 0,06 >16,0
883 0,5 0,5 0,25 >64,0 <0,03 0.25 0,12 0,25
863 0,12 0,12 0,25 1,0 <0.03 0,25 0,12 0.25
490 0,5 0,5 0,25 1,0 <0,03 >16,0 0,25 16,0
C glabrata 58 1,0 2,0 64,0 >64,0 1,0 >16,0 1,0 >16,0
59 1,0 1,0 64,0 >64,0 1.0 >16,0 >16,0 >16.0
60 1,0 1,0 64,0 >64,0 2,0 >16,0 >16,0 >16,0
61 1,0 2,0 64,0 >64,0 1,0 >16.0 >16.0 >16,0
62 1.0 1,0 >64.,0 >64,0 2,0 >16,0 >16,0 >16,0
71 1,0 2,0 >64,0 >64,0 1,0 >16,0 >16,0 >16,0
72 1,0 1,0 64,0 >64,0 1.0 >16.0 >16.0 >16,0
73 1,0 2,0 >64,0 >64,0 2,0 >16,0 >16,0 >16,0
292 0,5 0,5 16,0 >64,0 0,25 >16,0 1,0 >16,0
884 0,25 0,25 2,0 >64,0 0,25 1.0 0,06 0,12
894 0.25 25 4.0 =64,0 0,25 0.5 1,0 4.0
909 0,5 0,5 8,0 >64,0 0,5 4.0 1,0 16,0
885 0,25 0,25 2.0 >64.0 0,25 4.0 1,0 8.0
538 0,5 1,0 16,0 >64,0 1,0 16.0 2.0 16,0
544 1,0 1,0 16,0 >64,0 1,0 16,0 2,0 16,0
570 1,0 1,0 16,0 >64,0 1,0 16,0 2,0 16,0
716 0,5 0.5 4,0 >64,0 0,12 16,0 0,06 >16,0
732 0,5 0,5 8.0 >64.0 0,06 >16,0 0,12 >16,0

*CIM=concentragio inibitéria minima e *CFM=concentra¢o fungicida minima em pg/ml
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Anexo 5: Continuagio

LEVEDURA CEPA

ANFOTERICINAB  FLUCONAZOI: CETOCONAZOIL. = ITRACONAZOI.

No *CIM *CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
740 0,5 0.5 8.0 >64,0 0,25 16,0 0,25 >16,0
717 0.5 0,5 4.0 >64,0 0,12 8,0 0,06 4,0
741 0,25 0,25 8.0 >64,0 0,5 >16,0 0.5 >16,0
706 0,25 0,5 64,0 >64,0 <0,03 >16,0 <0,03 >16,0
714 0,5 1,0 16,0 >64,0 0,25 >16,0 0,25 >16,0
715 0,25 0,5 64,0 >64.0 1,0 8,0 0.5 >16,0
731 0,25 0,5 32,0 >64.,0 0,5 2,0 0.5 8.0
636 0,25 0,25 8,0 >64.0 0,25 >16.0 0,25 >16.,0
650 0,25 0,25 16,0 >64,0 0.25 >16,0 0,5 >16,0
542 0,5 1,0 64,0 >64,0 1,0 8,0 2,0 >16,0
543 0,25 1,0 1,0 64,0 <0,03 8,0 0,06 4,0
568 1,0 1,0 16,0 >64,0 1,0 >16,0 4,0 >16,0
569 1,0 1,0 32,0 >64,0 1,0 >16,0 2.0 >16,0
1479 0,5 0,5 >64.,0 >64,0 1,0 >16,0 >16,0 >16,0
1522 1.0 1,0 >64.,0 >64,0 2.0 >16,0 >16.,0 >16,0
1523 1,0 1,0 >64,0 >64,0 2,0 >16,0 >16,0 >16,0
1553 0,5 0,5 >64,0 >64,0 2,0 >16,0 >16,0 >16,0
1527 0,5 0,5 >64,0 >64,0 2,0 >16,0 >16,0 >16,0
1503 1,0 1,0 >64.0 >64,0 1,0 >16,0 >16,0 >16,0
1554 1,0 1,0 >64.,0 >64,0 1,0 >16,0 >16,0 >16,0
1444 1,0 1,0 32.0 >64,0 1,0 >16,0 1,0 8.0
1445 1,0 1,0 64,0 >64,0 1,0 4,0 >16,0 >16.0
1462 0,5 0,5 32,0 >64.0 0,5 >16,0 2,0 >16,0
1463 0,5 0.5 >64,0 >64,0 1,0 >16.0 >16,0 >16,0
1475 0.5 0,5 64,0 >64,0 2,0 >16,0 8.0 >16,0
1476 0,5 0,5 >64,0 >64,0 1,0 >16.0 2,0 >16,0
1525 0.5 0.5 32,0 >64.,0 1,0 >16,0 >16,0 >16,0
1555 0.5 0,5 32,0 >64,0 2,0 >16,0 2,0 >16,0
1556 0,5 0.5 32,0 >64,0 1.0 >16,0 >16,0 >16,0
C krusei 239/2 4.0 4.0 >64.,0 >64.,0 1,0 >16,0 0,5 >16,0
43 1,0 1,0 32,0 >64,0 2,0 >16,0 0,5 8,0
45 1,0 1,0 64,0 >64,0 2,0 >16,0 1,0 4.0
149 1,0 1,0 64,0 >64.0 <0,03 >16.,0 0,12 16,0
36 1,0 1,0 64,0 >64,0 0,25 4,0 0,12 0,5
37 1,0 1,0 64,0 >64,0 <0,03 >16,0 0,06 >16,0
38 2.0 2,0 64,0 >64.,0 0,25 1,0 0,5 0.5
296 2,0 2.0 64,0 >64.0 0,25 >16,0 025 >16,0
298 2,0 2,0 64.0 >64,0 0,25 >16,0 0,25 >16,0
330 2,0 2,0 64,0 >64,0 <0,03 >16,0 <0,03 >16,0
1185 1.0 1,0 64,0 >64,0 2,0 >16,0 8,0 >16.0
1382 0,5 05 >64.0 >64,0 1,0 >16,0 0,5 >16,0
1405 0.5 0.5 64,0 >64,0 1,0 >16,0 0,5 >16,0
1459 0,5 0.5 64,0 >64,0 1,0 >16,0 0,5 >16,0
1460 0,5 0.5 >64,0 >64,0 1,0 >16,0 1,0 >16,0
1480 0,5 0,5 >64,0 >64,0 1,0 >16,0 1,0 >16,0
1481 1,0 1,0 64,0 >64,0 1,0 >16,0 1,0 8.0
C lusitaniae 875 0,25 0,25 16,0 >64,0 0,06 >16,0 0,12 >16,0
874 0,25 0,25 16,0 >64,0 0,06 >16,0 0,12 >16,0
C parapsilosis 124 0,5 1,0 1,0 >64,0 <0,03 4.0 0,06 4.0
46 035 0,5 2,0 >64,0 0,125 1,0 0,5 1,0
47 0,5 0,5 2,0 >64,0 0,125 1,0 0,5 1,0
188 1,0 1.0 1,0 >64,0 0.06 >16,0 0,06 >16,0
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Anexo 5: Continuacio

LEVEDURA CEPA ANFOTERICINA B FLUCONAZOL CETOCONAZOL ITRACONAZOL
No *CIM * CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
191 1,0 2,0 1,0 >64.,0 0,06 >16,0 0,06 >16,0
192 1,0 2,0 1,0 >64.0 0.06 >16,0 0,06 >16,0
193 1,0 2,0 1,0 >64,0 0,06 >16,0 0,06 >16,0
194 1.0 2,0 1,0 >64,0 0,06 >16,0 0,06 >16,0
125 0.5 0.5 2,0 >64,0 0,25 2,0 0,25 2,0
C tropicalis 730 0,12 0,12 16,0 >64,0 0.06 =>16,0 0,25 >16,0
742 0,25 0,12 32,0 >64,0 0,12 8,0 0,12 >16,0
1136 1,0 1,0 1,0 32,0 <0,03 >16,0 0,12 >16,0

*CIM=concentracio inibitéria minima e *CFM=concentragdo fungicida minima em pg/ml
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