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RESUMO

As infecgbes invasivas por fungos tém aumentado notadamente nas ultimas
décadas, se destacando aquelas associadas as Unidades de Terapia Intensiva e
individuos imunocomprometidos, incluindo, recentemente a participagdo desses
microrganismos em coinfec¢gdes em individuos hospitalizados por COVID-19. Dada a
relevancia dessas infecgbes fungicas, a precariedade do diagnostico laboratorial
rotineiro e como consequéncia disso a prescricdo antimicrobiana empirica, estudos
epidemioldgicos e de susceptibilidade aos antifungicos sdo de extrema importancia
para orientacdo de conduta clinica e progndstico. O objetivo do trabalho foi avaliar o
perfil epidemiolégico de individuos hospitalizados com achado laboratorial de
leveduras e a susceptibilidade aos antifungicos dos isolados de sangue entre 2015-
2018 e de coinfecgdes em individuos internados com COVID-19 no periodo de 2019 a
2021. As leveduras avaliadas foram isoladas, de sangue, secregao traqueal e urina,
em conformidade com os aspectos éticos para pesquisa envolvendo seres humanos.
Os dados dos individuos foram coletados em prontuarios eletrénicos. A identificacdo
microbiana foi realizada por MALDI-TOF MS. A susceptibilidade aos antifungicos foi
determinada por disco-difusao para fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B
e caspofungina. A andlise estatistica (ANOVA e Bonferroni, qui-quadrado e
coeficiente kappa) foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 5.01®. Entre
2015-2018, 84 amostras de leveduras foram isoladas de hemocultura de 42
individuos; entre 2019-2021, 51 amostras foram isoladas de 44 individuos. As
espécies mais prevalentes foram C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata; e mais
frequentes em individuos adultos e internados em UTI para ambos os grupos, com
hospitalizagdo superior a 27 dias. O fendtipo de resisténcia foi maior na classe dos
azois e isolados de individuos sem COVID-19. Desses individuos, 50,4% foram
resistentes a pelo menos uma das drogas testadas e 30% resistentes a pelo menos
trés dos cinco antifungicos testados. Destaca-se a importancia de estudos que
avaliem a resisténcia aos antifungicos das amostras clinicas, bem como a

caracterizagao das espécies por métodos moleculares.

Palavras-chave: infec¢ao fungica, coinfecgao, perfil de resisténcia aos antifungicos,
MALDI-TOF, COVID-19



ABSTRACT

Invasive fungal infections have increased notably in recent decades,
especially those associated with Intensive Care Units and immunocompromised
patients, including, recently, the participation of these microorganisms in co-
infections in patients hospitalized for COVID-19. Given the relevance of these fungi
infections, the precariousness of routine laboratory diagnosis and, as a
consequence, the empirical antimicrobial prescription, epidemiological and antifungal
susceptibility studies are extremely important to guide clinical management and
prognosis. The study objective was to evaluate the epidemiological profile of
hospitalized participants with yeast laboratory found and the susceptibility to drugs of
yeast isolates from blood cultures between 2015-2018 and co-infections in
hospitalized participants with COVID-19 in the period from 2019 to 2021. The
evaluated yeasts were isolated from blood culture, secretion tracheal and urine, in
accordance with ethical aspects for research involving human beings. Patient data
were collected from electronic medical records. Yeast identification was performed by
MALDI-TOF MS. Antifungal susceptibility was determined by disk diffusion for
fluconazole, itraconazole, voriconazole, amphotericin B and caspofungin. Statistical
analysis (ANOVA and Bonferroni, chi-square and kappa coefficient) was performed
using the GraphPad Prism 5.01® software. Between 2015-2018, 84 yeast samples
were isolated from blood cultures of 42 patients; between 2019-2021, 51 samples
were isolated from 44 patients. The most prevalent species were C. albicans, C.
tropicalis and C. glabrata; and more frequent in adults and ICU patients for both
groups, with hospitalization for more than 27 days. The resistance phenotype was
higher in the azole class and isolates from patients without COVID-19. 50.4% were
resistant to at least one of the tested drugs and 30% were resistant to at least three
of the five antifungals tested. The importance of studies that evaluate the resistance
to antifungals of clinical samples is highlighted, as well as the characterization of the

species by molecular methods.

Keywords: fungal infection, coinfection, antifungal resistance profile, MALDI-TOF,
COVID-19



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1- Principal preveng@o de IRAS......... e 17

Figura 2- Em azul: paises que reportaram individuos infectados por C.auris,
iNCluINdo Brasil, at€ 2027 ..... oo s 22

Figura 3- Porcentagem de nucleotideos idénticos de algumas espécies comparados

COMN C. QUIIS. e e e e e e e e e 23

Figura 4- Fatores e mecanismos para a infecg¢ao fungica invasiva em individuos com
L@@ LY |5 Ty e SR 26

Figura 5- Principais alvos de novos antifungicos em desenvolvimento para uso na

(o] 1101 [o7= TR 29

Figura 6- Principais vias de mecanismo de ag¢ao (A) e de resisténcia (B) frente ao

USO d€ @NTifUNGICOS. ...ttt et e e e e e e e e 30

Figura 7- Representagao do funcionamento do MALDI — TOF MS........ccccooiiiieiee. 37
Quadro 1 Perfil clinico-epidemiolégico de individuos com fungemia no periodo de
2015-2018 e com coinfecgao fungica na COVID-19 entre 2019-2021 (NA= N&o se

Figura 8- Amostras repicadas em meio agar cromogénico para triagem de

o ]=T a1 1] T07= 1= Lo TSP 56

Figura 9- Analise microscopica de microcultivo demonstrando clamidoconidios
caracteristicos de C. @lDICANS............oii i 57
Quadro 2- - Identificacdo das leveduras recuperadas ou isoladas nesse estudo por

método bioquimico-fisiolégico e MALDI -TOF MS. Em vermelho identificagdes onde

Figura 10- Representacao do teste de susceptibilidade aos

=] 16T g Voo o 1< 63

Quadro 3- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos ao fluconazol
nas fungemias (2015-2018) e coinfecgao (2019-2021)......cceeeieiiiiiiiiiiieee e 64

Quadro 4- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos ao itraconazol
nas fungemias (2015-2018) e coinfecgao (2019-2021).....ccceeeeeirieiiieiiiieiee e 65



Quadro 5- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos ao voriconazol
nas fungemias (2015-2018) e coinfecgao (2019-2021)........ccoeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 66

Quadro 6- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos a anfotericina B
nas fungemias (2015-2018) e coinfecgao (2019-2021)......cceeeeiiiiiiiriiiieee e, 67

Quadro 7- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos a caspofungina
nas fungemias (2015-2018) e coinfecgao (2019-2021)......cceereeeiiiiiieiiieeee e 68

Grafico 1- Perfil geral de susceptibilidade aos antifungicos das espécies de fungos

170 ] = (o [0 < TUUu TR 70

Quadro 8- Distribuicdo dos fendtipos de resisténcia aos antifungicos selecionados

(22T = W e I == (F o [ TP 71

Grafico 2- Casos de infec¢do fungica de acordo com os antimicrobianos utilizados.
Vale destacar  que todos oS individuos receberam tratamento

Y0111 oF= [0 (=Y 4 = | [0 TH U R 74

Quadro 9- Demonstracao de individuos com seu respectivo tratamento, perfil de

sensibilidade ao antifungico administrado e desfecho das fungemias (2015-

Quadro 10- Demonstragdo de individuos com seu respectivo tratamento, perfil de
sensibilidade ao antifungico administrado e desfecho das coinfec¢des fungicas
20 1 TSRO 76



SUMARIO

g O L1200 0 11T 0. o 2 13
2 REVISAO DE LITERATURAL.......comreercrereceer st easesae e s s e ssesasassessesassesas et essnsssensnaes 15
2.1 Infecgao relacionada a assisténcia a salde........ccccerrremimiemmnninnsnr e 15
2.1.1 Papel dos fungos Na [RAS ... e 16
2.2 InfecgOes hematogeniCas. .....cuuurrrririiiiiiiiiiiiiiiiisssrr e 18
2.2 FUNQGEIMIA.... e e e e e e e e e e e e e e ee ae e e a e e e 19
2.2.2 Candidemia........cooiiieiiiiie et 20
2.3 Aspectos epidemiolOgiCOS.........ccuuiiiiiiiminiiimmiiirr s s e 24
2.4 Coinfecgao fungica em individuos com COVID-19...........ccceeiiniiiiiiinniinnnnnnnns 25
2.5 Resisténcia aos antiflngiCos........cccccvviiiii i 27
2.6 Teste de susceptibilidade aos antifingicos...........cccccoiiiiiiiiciiisiiieeeeee 31
2.7 ldentificaga@o de fuNQOS.......cccceemiiriini 33
2.8 MALDI — TOF MBS.......eoiiiiiierieireassmee s ssmss s ssss s s ms e s sn e s s e s s san e s s asms s s s smmssassnns 35
B OBUETIVOS........oiiiieiir e s rms e smne s smn e s s me e s mme s sm smn e e e amn e e e e an e s e anann s 40
3.1 ODbjetivo Geral........ccccocmemeeriirir i ———————— 40
3.2 Objetivos ESpPecifiCos.......ccciiiirimmiiinirrrri s e 40
4 MATERIAL E METODOS.......ccooreeeeiencesarssesenessssessssssssesessssesssssssessesssenssnsnsessans 41

4.1 Delineamento do eStudo..............iiiiiiiii s 41

4.2 Coleta e processamento das amostras........ccccveeeminieiissisnnnnnn s 42

4.3 Coleta de dados dOS USUAIIOS. ... ..coooiiiiiiiiiieiiiccrree e 42
4.4 Identificagcao e analises de dados por MALDI — TOF MS..........coiiimminnnnnn. 43
4.5 Teste de susceptibilidade aos agentes antifungicos.............ccccceeeiiiiiiiiinnneens 44

R N g T LT 0= 10 = L1 £ 1 o 45



5 RESULTADOS E DISCUSSAOD........ccocvireririrereressssesesassssssessesessssssssssssssssesssassssses 46

5.1 Perfil clinico-epidemiolégico e prevaléncia de espécies fungicas................ 46
5.2 Comparacgao entre identificagao fenotipica e por MALDI - TOF MS............. 56
5.3 Perfil de susceptibilidade aos agentes antifungicos.........cccccccciriiiiiiiiiiinnnnes 63

5.4 Correlagao teste de susceptibilidade aos antifungicos, tratamento e

Lo L= 1= o4 o Lo 2N o 11 3T o o 1P 74
6 CONCLUSOES.........coceeeeeeireteeras e ses s s sssasss e e e e s sesssasaesensaesansnanes 79
REFERENCIAS........cooteeeietreeteasesasssestsasassesssassssssssssssssssssssssassssessssssssesssssssssesenes 81
ANEXO A....o.oveeeniucieitesssssesesesetssstssssssessassesassssssassssssessnssenssssassssssesssssessssssssesessnsneas 89
ANEXO Bh....ovoveueuiacirestesssssesesesessssessssssessassssssssesssssssssssssssssssssssssssessssssnsssssssessssnsness 92

2 1] =@ 93



13

1 INTRODUGAO

As infecgbes invasivas por fungos tém aumentado notadamente nas ultimas
décadas, se destacando aquelas associadas as Unidades de Terapia Intensiva e
individuos imunocomprometidos, incluindo, recentemente a participagdo desses
microrganismos em coinfec¢des em individuos hospitalizados por COVID-19.

Infecgbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sao consideradas causa
primaria de morte evitavel em individuos hospitalizados, estando relacionada

principalmente a complicacdes e infecgdes secundarias desses individuos.

Essas infecgdes levam a maior morbidade e mortalidade, tendo como causas,
principalmente, a realizagcdo de procedimentos cirurgicos, uso de cateter sanguineo

ou urinario e ventilacdo mecanica.

As infecgbes hematogénicas e sepse sao causa comum de morbimortalidade
no mundo inteiro, principalmente a nivel hospitalar e esta entre as principais IRAS.
As leveduras sao a quarta principal causa dessas infec¢des, sendo Candida spp o
principal agente etiologico, afetando ndo somente a qualidade de vida do paciente,
como também gerando gastos em saude, que sao causados, em maior parte, pelo

tempo prolongado de internagéo.

As coinfecgdes fungicas tém sido relacionadas em sua maioria com infecgoes
invasivas. Algun fatores e mecanismos contribuem para o aumento da coinfec¢ao
fungica, tais como a tempestade de citocinas e o processo inflamatorio associado a
COVID-19, juntamente com o dano da mucosa e epitélio pulmonar, desbalango da
imunidade, fatores de risco pré-existentes, o proprio tratamento com corticoides e

imunossupressores, procedimentos invasivos, uso de antimicrobianos profilaticos.

Existem poucos dados demonstrando isolados de fungos que apresentam
resisténcia ao tratamento clinico com antifungicos quando comparados aos de
bactérias, mesmo sabendo que essa realidade €& crescente e reportada
mundialmente, sendo preocupante seu potencial de selecdo e disseminagao de
resisténcia. O teste de susceptibilidade aos antifungicos (TSA) & de grande
importancia para que haja uma correta farmacoterapia, garantindo o uso racional de
medicamentos; além de possibilitar o monitoramento e deteccao de linhagens

resistentes.
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Dada a relevancia dessas infec¢des, a precariedade do diagnéstico laboratorial
rotineiro e como consequéncia disso a prescricado antimicrobiana empirica, estudos
epidemioldgicos e de susceptibilidade aos antifungicos sao de extrema importancia

para orientagdo de conduta clinica e progndéstico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccgao relacionada a assisténcia a saude

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as infec¢des
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo aquelas adquiridas trés dias apds a
internagédo do paciente ou apods este ter recebido algum procedimento relacionado a

assisténcia de um profissional de saude (ANVISA, 2021).

IRAS sdo consideradas causa primaria de morte evitavel em individuos
hospitalizados, estando relacionada principalmente a complicagdes e infeccdes
secundarias desses individuos, levando a maior morbidade e mortalidade destes;
além de gerar custos ao sistema de saude, interferir na seguranga do paciente e
afetar a qualidade da assisténcia. A causa da infeccdo esta principalmente
associada a procedimentos cirurgicos, uso de cateter sanguineo ou urinario e
ventilagdo mecanica (BOEV e KISS, 2017; ANVISA, 2021).

Na Europa, IRAS sao responsaveis por até 37000 mortes e dias aumentados
no tempo de internagdo, que somados chegam a cerca de 16 milhdes por ano
(ZINGG et al., 2014), sendo considerada um dos problemas mais relevantes de
saude publica tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento
(FACCIOLA, 2019).

O uso de cateter esta intimamente ligado as infecgbes hematogénicas, sendo
causadas mais comumente por microrganismos como Staphylococcus sp coagulase
negativo, Staphylococcus aureus, Enterococcus sp e Candida sp; enquanto na
ventilagdo mecéanica temos infecgdes causadas por microrganismos da ordem
Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA). Quanto ao uso de cateter urinario temos Escherichia coli,
Candida sp, Enterococcus sp, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e

Enterobacter sp como principais agentes etiolégicos (ANVISA, 2021).

Dentro do ambiente hospitalar, principalmente ao redor de individuos

infectados ou colonizados, os microrganismos podem permanecer por horas, dias ou
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meses, serem veiculados pelos profissionais de saude e ocupar todo o ecossistema

hospitalar, colocando em risco a vida de individuos internados (FACCIOLA, 2019).

2.1.1 Papel dos fungos na IRAS

Quando se trata de IRAS, leveduras do género Candida sp séo as principais
responsaveis por ela, principalmente relacionada ao uso de cateter sanguineo ou

urinario, correspondendo por cerca de 9 a 21% dessas infecgdes (ANVISA, 2021).

Leveduras do género Candida sp podem permanecer de 1 a 120 dias
sobrevivendo no ambiente hospitalar, infectando superficies, objetos, méveis, além
de telefones moveis e computadores utilizados por profissionais, ar-condicionado,
umidificadores de ar, dentre outros, sendo passiveis de serem transmitidos a outros
individuos, até mesmo durante o cuidado destes com uso de maos e/ou luvas
(FACCIOLA, 2019).

Em IRAS, as leveduras sao a quarta principal causa de infec¢ao, destacando
aquelas em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e em individuos que se enquadram
como grupo de risco, por exemplo, os imunossuprimidos, com aumento consideravel
de outras espécies de Candida sp. A taxa de mortalidade chega a 51% (TURE e
ALP, 2018).

Um estudo brasileiro demonstrou que C. albicans lidera as IRAS com 45,4%
das infecgdes, seguida de C. parapsilosis e C. tropicalis. Em outro estudo com 351
isolados, 48,1% tiveram C. albicans como primeiro agente causador da infecgéo,
sequido de C. parapsilosis (25,1%), C. glabrata (11,7%), C. krusei (4,3%), e C. kefyr
(1,7%) (NEUFELD et al., 2015; TURE e ALP, 2018).

Fungos filamentosos também sao causa de IRAS. Aspergillus sp se destaca
em individuos imunocomprometidos causando infec¢des do tipo invasivas, como por
exemplo, as vias aéreas inferiores. O tempo desconhecido de incubagao dificulta
determinar se a infeccao foi adquirida durante a hospitalizacdo ou se o paciente foi
infectado ainda na comunidade. Para isso, considera-se IRAS apés uma ou duas

semanas de internacdo nesses casos. Outros fungos filamentosos vém ganhando
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destaque nas IRAS, como Zygomycetes spp, Fusarium spp, Scedosporium spp, €
Penicillium spp (ALANGADEN, 2011).

Esses microrganismos continuam sendo veiculados por meio da pele de
pessoas saudaveis, pelas maos de profissionais via transmissao indireta, entre os
préprios individuos e o ambiente ao redor destes. A situagao se torna ainda mais
preocupante com o aumento de linhagens resistentes aos antifungicos disponiveis

para tratamento, levando a falha terapéutica (TURE e ALP, 2018).

A prevengdo ocorre de maneira similar a todas as outras IRAS, incluindo
higienizacdo correta das maos (Figura 1), utilizando padrbes de precaucgédo de
contato com individuos internados, uso de protocolos para manutengao de cateter e
equipo utilizados nos individuos, monitoramento e vigilancia constantes e ainda

profilaxia quando necessario (TURE e ALP, 2018).

Figura 1- Principal prevencao de IRAS.

Os 5 momentos para a
HIGIENIZACAO DAS MAOS

Fonte: ANVISA (2021).
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2.2 Infecgoes hematogénicas

As infecgbes hematogénicas e sepse sao causa comum de morbimortalidade
no mundo inteiro, principalmente a nivel hospitalar e esta entre as principais IRAS. A
prevaléncia de sepse chega a alcancar 19 milhdes de casos por ano. Para sua
determinacdo, € necessario que haja uma positividade da presengca de
microrganismo patogénico pelo menos uma vez em uma hemocultura, ou ainda, que
haja deteccdo em duas ou mais ocasides quando se trata de um patdgeno
considerado contaminante (CANTEY e MILSTONE, 2014; MARTINEZ e WOLK,
2016).

Na maioria das vezes, a infeccdo hematogénica esta associada a uma
infeccdo primaria em outro sitio, que, através de vasos linfaticos, chega a corrente
sanguinea. E, pode haver a entrada direta do microrganismo (CANTEY e
MILSTONE, 2014), ambos podendo ser de origem bacteriana (bacteremia), fungica
(fungemia), viral (viremia), parasitaria (parasitemia) e incluindo microrganismos nao
cultivaveis (MARTINEZ e WOLK, 2016). Essas podem ser sintomaticas ou
assintomaticas, existindo ainda de forma transitéria (durando de minutos a horas),

intermitente (em intervalos de tempo) ou persistente (ANVISA, 2004).

O agente causador dessa infeccdo levara o organismo a uma resposta
imunoldgica, que pode acarretar em sinais e sintomas caracteristicos como: febre,
calafrios, hipotensdo, hipotermia, sudorese, apreensao, mudangas neuroldgicas,
taquipneia, taquicardia, hiperventilagdo, mudanga no ténus vascular, dentre outros.
Os achados laboratoriais incluem leucocitose com neutrofilia, alcalose respiratoria,
disfungdo renal, hipoglicemia, elevagdo das transaminases, dentre outros
(MARTINEZ e WOLK, 2016).

Na auséncia de tratamento, uma sepse progride para um choque séptico,
com presencga de hipotensao e/ou hiperlactacidemia, que culmina em disfuncédo de
orgaos e morte (CAWCUTT e PATERS, 2014). Do total de infecgdes hematogénicas,
cerca de metade dos casos chegam ao choque séptico e, aproximadamente, metade

destes resultam em o6bito.

A sobrevivéncia do paciente esta diretamente relacionada a uma correta

terapéutica, incluindo o uso racional dos antimicrobianos. Inicialmente, o tratamento
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empirico com antimicrobianos de amplo espectro deve ser a escolha (uma vez que a
probabilidade de 6bito aumenta 7% a cada hora) até que a cultura do possivel
patégeno chegue a uma identificacdo e, consequentemente, o resultado in vitro do
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) possa nortear 0 manejo correto
do caso (SHAMA e KUMAR, 2008).

Além de tratar, € importante identificar o foco da infeccdo que causou a
sepse, seja do trato urinario, respiratério, ferida, cateter, abscesso, abdominal ou
outros (MARTINEZ e WOLK, 2016).

Em muitos casos, o sistema imunoldgico € capaz de gerar uma resposta
efetiva quanto a presenca de possiveis patdgenos no sangue. No entanto, existem
fatores de risco que aumentam a probabilidade de uma infeccdo hematogénica e
sepse: idade (faixas etarias extremas), sexo (prevalecendo o masculino), etnia
(maiores incidéncias em descendentes africanos), pessoas que convivem com 0O
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), transplantados, uso de imunossupressores
e quimioterapicos, hospitalizagdo prolongada, doengas de base como diabetes,
submissdao a procedimentos invasivos, neoplasias, dialise, cirrose, queimaduras,
procedimentos cirurgicos, dentre outros. Os indices de sobrevivéncia a sepse ou
choque séptico tem aumentado de 20% para 70% em algumas populagdes, que
passam a apresentar menor tempo de vida, ou ainda sequelas que diminuem sua
qualidade de vida. A taxa de mortalidade € maior quando a infec¢ao € associada a
bactérias Gram-negativas e leveduras (ANGUS et al., 2001; ANVISA, 2004;
MARTINEZ e WOLK, 2016).

2.2.1 Fungemia

A importancia clinica de infecgbes causadas por fungos apresentou
relevancia somente a partir das décadas de 1970 e 1980, mesmo depois da
associacao causal da primeira infeccdo documentada por C. albicans em 1839 por
Langenbeck (GIOLO e SVLDZLNSKL, 2010).

As infec¢des invasivas por fungos tém aumentado notadamente nas ultimas

décadas, se destacando aquelas associadas as Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
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e individuos imunocomprometidos, demonstrando aumento de 23 casos a cada
100000 individuos para 29 casos no decorrer de uma década, sendo em sua maioria
adquiridas na unidade hospitalar, tendo como principal fonte de infec¢do o uso de
cateter e dispositivos intravenosos (ALANGADEN, 2011). Os géneros Asperqgillus
spp e Candida spp sao 0s microrganismos associados com maiores taxas de
mortalidade, alcangando entre 40 a 60% (GIOLO e SVLDZLNSKL, 2010; HE et al.,
2015). Além desses, ainda se destacam infec¢des por Cryptococcus spp, Penicillium
spp e Histoplasma capsulatum (TARAMASSO, TATARELLI e DI BIAGIO, 2016;
TORTORANO et al., 2021).

Fungos filamentosos oportunistas como Fusarium sp., Acremonium sp.,
Penicillium sp., Rhizopus sp., Mucor sp. e alguns demacios também se encontram
na lista, podendo se disseminar, a partir da inalagado de esporos presentes no ar, em
individuos susceptiveis (ANVISA, 2010).

2.2.2 Candidemia

Dentre as fungemias, Candida spp é o maior agente causador, principalmente
nas unidades hospitalares do mundo todo, estando entre a quarta e sétima causas
de infecgdes invasivas (ANTINORI et al., 2016). Dentre as espécies relacionadas a
candidemia, prevalecem C. albicans, C. glabrata (Torulopsis glabrata), C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. lipolytica, C. kefyr, C.
inconspicua, C. norvegensis e C. catenulata; podendo ainda estender para outras
espécies como Pichia spp. (Hansenula spp.), Rhodotorula spp. € Trichosporon spp.
Para que seja considerado candidemia, € necessario que duas ou mais
hemoculturas sejam positivas para a mesma espécie de Candida sp (ANVISA,
2010).

Uma vez que ha um aumento crescente na expectativa de vida de individuos
com neutropenia, transplantados, vivendo com HIV, disturbios metabdlicos, dentre
outras comorbidades nas ultimas décadas, somado a melhoria de técnicas para
identificacdo dos casos, ha também um aumento de fungemias. Ainda assim,

metade dessas infecgbes sdo consideradas indetectaveis em culturas de sangue. S6
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nos Estados Unidos da América (EUA) houve um aumento de 207% de casos em 20
anos (GUINEA, 2014; GIOLO e SVLDZLNSKL, 2010; TORTORANO, 2021).

A candidemia ndo somente afeta a qualidade de vida do paciente, como
também gera gastos em saude, que vem, em maior parte, pelo tempo de internagéo.
Sua incidéncia esta relacionada a aspectos geograficos e epidemiologia local. A
transmissao dessas candidemias pode se dar por via endégena (quando gerada a
partir da propria microbiota) ou exdégena (infecgdo relacionada a assisténcia a
saude). Além da imunidade comprometida, a infeccdo pode se instalar devido aos
fatores de viruléncia relacionados e que possuem agao sinérgica, como capacidade
de expressdo de enzimas extracelulares, fosfolipases e proteinases; produgao de
substancias toxicas lesivas; capacidade de adeséao; formagao de biofilmes; produgao
de tubo germinativo por algumas espécies de Candida spp.; produgdo de
hemolisinas; hidrofobicidade da superficie celular e resisténcia ao peréxido de
hidrogénio (GIOLO e SVLDZLNSKL, 2010; TORTORANO, 2021).

Nos ultimos anos, diversos alertas tém sido publicados para a deteccéo de C.
auris, levedura que tem emergido nos cinco continentes (Figura 2) e causado
expressivo numero de obitos e resisténcia aos antifungicos. Os alertas provém de
importantes o6rgdos e centros como Centers for Disease Control and Prevention
(CDC, USA) em 2016 e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
BRASIL) em 2017. Desde entdo, diversos sdo os estudos e a busca pela
identificacéo desta levedura (CLANCY e NGUYEN, 2017; ANVISA, 2017).
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Figura 2- Em azul: paises que reportaram individuos infectados por C. auris,

incluindo Brasil, até 2021.

Fonte: CDC (2022).

C. auris foi primeiramente isolado e descrito como patégeno em 2009 no
Japao (SATOH et al., 2009). Desde entdo, estudos vém demonstrando diversos
fungos identificados erroneamente como ndo C. auris no mundo todo, limitando
técnicas morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas e aquelas dependentes de cultivo
para sua identificagcdo, como uso de auxanograma, microcultivo e perfil fenotipico
das coldnias, bem como a producédo ou nao de pigmentos. Esse tipo de erro tem
sido ligado a proximidade genética que algumas linhagens apresentam frente a
outros fungos, como C. lusitaniae e C. haemulonii (Figura 3). Apesar de toda
similaridade genética, o uso da Espectrometria de Massa por Tempo de Voo —
lonizacdo/Dessorgédo a Laser Assistida por Matriz (MALDI — TOF MS) para
identificacdo de C. auris tem apresentado um bom resultado e esta sendo a técnica
de escolha apdés uma triagem de linhagens selecionadas, com acuracia de 100%,
rapidez e facilidade (ANVISA, 2017; SMITH et al., 2018; CDC, 2022).
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Figura 3- Porcentagem de nucleotideos idénticos de algumas espécies comparados

com C. auris.
Organismo % identidade
Candida auris (linhagem Sul Asiatica) 100
Candida auris (linhagem Sul Africana) 99
Candida auris (linhagem Leste Asiatica) 99
Candida lusitaniae 82
Candida haemulonii 82
Candida guillierrmondii 80
Candida cifemi 80
Candida pseudohaemulonii 79
Candida duobushaemulonii 79
Candida tropicalis 79
Candida kefyr 79
Candida pelliculosa 78
Saccharomyces cerevisiae 77
Candida utilis 76
Candida famata 75
Candida parapsilosis 70
Candida magnoliae 46
Candida albicans 43
Candida krusei 43
Candida glabrata 42
Candida inconspicua 42
Candida norvegensis 42
Candida rugosa 39

Fonte: SMITH (2018).

O primeiro isolado clinico de C. auris presente na América Latina foi em 2012
na Venezuela (com publicacdo em 2016). As principais correlagdes com a infecgao
incluem individuos criticamente adoecidos e com cancer, além daqueles expostos
aos antimicrobianos de amplo espectro e procedimentos médicos invasivos, com
isolados a partir de culturas provenientes de sangue e/ou cateter (CALVO et al.,
2016).

O primeiro caso confirmado no Brasil foi no estado da Bahia, em um paciente
com complicagdes devido ao novo coronavirus (COVID-19), em dezembro de 2020,
identificado por MALDI-TOF MS (MACHADO, DALMOLIN e BRANDAO, 2021).
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2.3 Aspectos epidemiolégicos

O estudo e identificagao de leveduras em nivel de espécie e sua correlagao
com diversidades epidemioldgicas s&o importantes para monitorar as taxas de
infeccbes e a identificacdo de surtos em ambientes hospitalares e na regido em
estudo. Ha dados que demonstram uma certa prevaléncia de agentes de Candida sp
causadoras de infecgdes invasivas, principalmente relacionadas com diferencas
geograficas, como por exemplo, o predominio de infecgées causadas por C. glabrata
na América do Norte, C. parapsilosis e C. tropicalis na América do Sul, Europa e
Asia, e C. albicans no sudeste brasileiro. Explicagdes apontam para aspectos
climaticos, uso indiscriminado de medicamentos e cuidados na manipulagdo de
cateter central (COLOMBO e GUIMARAES, 2003; GUINEA, 2014). Até 1997, C.
albicans dominava as infecgdées no mundo todo, quadro que tem mudado desde
entdo e tem servido de alerta, devido a peculiaridades relacionadas a resisténcia aos
antifungicos (MURPHY e BICANIC, 2021; TORTORANO et al.,2022).

A incidéncia de infec¢gdes por Candida sp na Franga passou de 1,9 por
100000 habitantes em 2001 para 3,6 em 2010. Nos EUA, a hospitalizagdo por casos
de candidemia subiu 52% de 2000 a 2005. Dentre diversos estudos, cinco sao as
principais espécies causadoras de infecgdes por leveduras (C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei), responsaveis por 90% dos casos
(ANTINORI et al., 2016).

Outros aspectos epidemiologicos importantes sdo idades extremas (C.
glabrata tem sido predominante em idosos, C. albicans em adultos e C. parapsilosis
em neonatos), doengas de base (C. krusei associado a individuos imunodeficientes,
C. glabrata em individuos transfusionais, C. albicans em transplantados de 6rgdos
soélidos), cirurgias, uso profilatico de antifungico (uso de fluconazol associado a
predominio de C. glabrata e C. krusei e uso de caspofungina associado a C.
parapsilosis, C. glabrata e C. krusei), falha terapéutica e antimicrobianos de amplo
espectro. Em todos os casos, ha importantes aspectos relacionados ao tipo de
antifungico utilizado em determinado local, faixa etaria e situagdo, e ao modo como

os procedimentos sao realizados e os cuidados manipulados, uma vez que Candida
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sp € facilmente transmitida e adquirida entre individuos e profissionais de saude
(GUINEA, 2014; ANTINORI et al., 2016).

2.4 Coinfecgao fungica em individuos com COVID-19

A COVID-19 é uma doencga causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, que
apresenta um quadro clinico que varia de infecgdes assintomaticas a quadros
respiratorios graves, sendo disseminada amplamente pelo mundo, se tornado uma
pandemia global e atingindo milhdées de pessoas. Desde entdo, em alguns
individuos, tém desencadeado sinais e sintomas graves, principalmente a sindrome

respiratéria aguda grave, pneumonia e morte (SHARMA et al., 2020).

Pessoas infectadas por SARS-CoV-2 apresentam maiores chances de serem
hospitalizadas, o que pode levar a um tempo maior de internagao e enfraquecimento
do sistema imunoldgico, podendo desencadear infecgbes secundarias por
patdogenos oportunistas e causando coinfec¢gdes que aumentam a morbidade e
mortalidade desses individuos, seja por bactérias, fungos ou virus (KUMAR et al.,
2020).

Coinfecgbes tém sido relatadas em adultos infectados com SARS-CoV-2
internados em UTIs nos hospitais de varios paises levando a maioria ao obito. Os
tipos de infec¢ao variaram entre pneumonia bacteriana ou fungica, pneumonia com
bacteremia e infecgdo bacteriana do trato urinario, em sua maioria causada por
microrganismos multirresistentes aos antimicrobianos. Relatos de coinfecgbes
bacterianas e fungicas que complicam com a COVID-19 estdo sendo evidenciados
em diversas partes do mundo (CHARMA et al., 2020; KUMAR et al., 2020; SALEHI
et al., 2020; NARGESI, BONGOMIN e HEDAYATI, 2021; BATEN et al., 2022).

As coinfecgdes fungicas tém sido relacionadas em sua maioria com infecgdes
invasivas. Com a tempestade de citocinas e o processo inflamatério associado a
COVID-19, juntamente com o dano da mucosa e epitélio pulmonar, desbalango da
imunidade, fatores de risco pré-existentes, o proprio tratamento com corticoides e

imunossupressores, procedimentos invasivos, uso de antimicrobianos profilaticos,
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sdo alguns dos fatores e mecanismos que contribuem para o aumento da coinfec¢ao
fungica (Figura 4) (SALEHI et al., 2020; SHISHIDO, MATHEW e BADDLEY, 2022).

Figura 4- Fatores e mecanismos para a infecgao fungica invasiva em individuos com
COVID-19.
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Fonte: adaptado de SHISHIDO, MATHEW e BADDLEY (2022).

Dentre milhares de fungos conhecidos, mais de 300 espécies ja foram
detectadas como patdégenos na coinfeccdo em COVID-19, principalmente fungos
oportunistas pertencentes aos géneros Aspergillus sp, Candida sp, Cryptococcus sp,
e Pneumocystis sp. Ja se observa que nesses individuos as infecgdes por fungos
filamentosos estdo mais associadas aos diabéticos, ao uso de corticosteroides,
inflamacdo do parénquima pulmonar, idosos e individuos imunocomprometidos;
enquanto leveduras a individuos com internagao prolongada em UTI, submetidos a
ventilagdo mecanica, uso de cateter e uso de imunomoduladores (NARGESI,
BONGOMIN e HEDAYATI, 2021; SHISHIDO, MATHEW e BADDLEY, 2022).



27

As principais coinfec¢des fungicas diagnosticadas em individuos com COVID-
19 podem ter como agentes etioldgicos espécies como Rhizopus arrhizus,
Rhizomucor pusillus, Apophysomyces variabilis, e Lichtheimia corymbifera em
mucormicose; Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus em casos de aspergilose
pulmonar invasiva; C. albicans, C. tropicalis, e C. parapsilosis em candidiase

invasiva; Pneumocystis jirovecii em pneumonia pneumocistica (BATEN et al., 2022).

A grande preocupagao se da quanto a coinfecgdo fungica na COVID-19,
porque, em muitos casos, trata-se de uma infec¢cdo negligenciada, onde as
manifestagdes clinicas demoram aparecer, enquanto a COVID-19 se agrava muito
rapidamente e é tratada quase que como uma infecgcéo unica, sendo que as demais
ficam subnotificadas e, consequentemente, sem investimentos para sua pesquisa e
tratamento (NARGESI, BONGOMIN e HEDAYATI, 2021).

2.5 Resisténcia aos antifungicos

Estudos ja mostram isolados de fungos que apresentam resisténcia ao
tratamento clinico com antifungicos, sendo essa realidade crescente e reportada
mundialmente, sendo preocupante seu potencial de selecdo e disseminagcdo de
resisténcia (MURPHY e BICANIC, 2021; TORTORANO et al.,2022). Logo, € de
grande importancia o estudo da susceptibilidade aos antifungicos, tanto quanto os
mecanismos de resisténcia envolvidos. O SENTRY Antifungal Surveillance Program
coleciona linhagens de fungos responsaveis por infec¢des invasivas de 60 diferentes
hospitais localizados na América do Norte, Europa, América Latina, Asia e regido do
Pacifico, avaliando as resisténcias e mecanismos de resisténcia de Candida spp
frente a equinocandinas e azois (CASTANHEIRA, 2017).

S&o trés os principais alvos nas células fungicas para efetividade clinica de

antifungicos frente ao patdégeno: ergosterol, 1,3 —3 —D -glucana, e o DNA/RNA.

Na célula fungica, a anfotericina B cliva o ergosterol e rompe a integridade
celular, enquanto que no hospedeiro esta relacionado a complicagdes de
nefrotoxicidade, podendo ser diminuido quando utilizados complexos lipidicos. Esse

foi o primeiro antifungico de acao sistémica para infec¢des invasivas e considerado
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“‘padrdo ouro” em terapias, apresentando também baixo aparecimento de linhagens
resistentes (WIEDERHOLD, 2018; ROGERS et al., 2022).

Os azois inibem a sintese de ergosterol, além de levar ao acumulo de seus
precursores toxicos, reduzindo a integridade celular. Como n&o séo seletivas, essas
drogas podem inibir o citocromo P450 (CYP450), ocorrendo interagdes
medicamentosas importantes, tanto de indu¢ao quanto de inibicdo enzimatica; ainda,
ha um novo mecanismo desconhecido relacionado a transportadores de adenosina
trifosfato (ATP). Mesmo com seus efeitos adversos, itraconazol e fluconazol ainda
sao de escolha para a maioria dos tratamentos. Apesar de ser a classe com maiores
casos de linhagens resistentes ja relatados, tal resisténcia ainda esta menos
presente em azois de segunda e terceira geragdes, como voriconazol (ROGERS et
al., 2022).

Equinocandinas atuam inibindo a sintese de 1,3 —3 -D -glucana na parede
celular, tendo como fator limitante a sua administracéo intravenosa. No entanto, ela
€ a classe de antifungicos mais recentes no uso clinico datado nos anos dois mil,
como a caspofungina, utilizada principalmente para tratar candidemias e outras

infecgdes invasivas, sendo considerado de primeira linha (ROGERS et al., 2022).

Com diversas dificuldades encontradas na administracdo de antifungicos, seja
pela interagcdo, toxicidade, resisténcia ou limitagbes, ha atualmente drogas com
alvos terapéuticos diferenciados, como aqueles que agem impedindo a sintese de
proteinas ancoradas a glicosilfosfadidilinositol através da inibigdo da inositol
aciltransferase. Essas drogas inibem a enzima diidroorotato desidrogenase, uma
enzima oxirredutora que € importante para a biossintese de pirimidina; e substancias
sideréforas que capturam o ion ferro necessario para o desenvolvimento celular
(WIEDERHOLD, 2018).

O tratamento com antifungicos continua limitado e a resisténcia aumentando,
dependendo de novas terapias com baixa toxicidade e alta eficacia e especificidade.
Com isso, possiveis novas moléculas estdo sendo desenvolvidas e testadas com
diferentes alvos terapéuticos, seja com sitios de ligagao diferente (ibrexafungerp) ou
alvos novos (fosmanogepix), bem como formulacbes melhoradas (anfotericina B
encocleada, rezafungina, tetrazois), e ainda alguns azois modificados, novas

equinocandinas e inibidores enzimaticos, com boas perspectivas para os proximos
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5-7 anos (Figura 5). Algumas vantagens sdo as formulagbes orais, atividade de
amplo espectro, e moléculas sem resisténcia cruzada a outros antifungicos
(WATERER, 2021).

Figura 5- Principais alvos de novos antifungicos em desenvolvimento para uso na
clinica.
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Fonte: adaptado de MURPHY e BICANIC (2021).

Um estudo de metanalise comparou o uso de fluconazol e anfotericina B no
tratamento empirico de 826 infec¢gdes hematogénicas por Candida sp e concluiu que
o uso de fluconazol, apesar de melhor custo-beneficio, deve ser realizado com
cautela, devido aumento crescente de resisténcia, principalmente em C. glabrata e
C. Krusei, tendo esta ultima resisténcia intrinseca ao fluconazol. Por outro lado, a
anfotericina B apresenta importantes efeitos colaterais e adversos, sendo reservado
para tratamentos clinicos onde a resposta ao fluconazol ndo seja efetiva, apresente
resisténcia in vitro, ou em individuos gravissimos, salientando que muitos isolados
clinicos de C. lusitaniae ja sdo 100% resistentes. Além disso, espécies de C. ndo-
albicans apresentam maior resisténcia ao fluconazol (SANTOS JR et al., 2005;
SANTOS et al., 2009; ISHAM e GHANNOUM, 2009).

Cetoconazol tem sido reservado para infecgdbes em que C. tropicalis e C.
albicans nao sejam os patogenos, devido a prevaléncia de resisténcias relatadas.
Poucos séo os estudos envolvendo itraconazol, logo seu uso tem sido evitado para
C. glabrata (SANTOS et al., 2009). A resisténcia ao miconazol, em um estudo com
numero amostral de 150, foi observado em 16% das amostras (ISHAM e
GHANNOUM, 2009).
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O aumento dessas resisténcias € um alerta, devido ao pequeno arsenal
terapéutico presente até o momento, a plasticidade intrinseca do genoma fungico e
seus mecanismos de resisténcia, que o permite sobreviver ao estresse terapéutico
(MURPHY e BICANIC,2021).

A resisténcia pode ser intrinseca (quando as linhagens ja apresentam
resisténcia antes de serem expostas ao farmaco, pois ja faz parte de seu gendétipo) e
adquirida ou secundaria (quando a resisténcia se da apdés a exposicado de uma
linhagem ao farmaco). O desenvolvimento da resisténcia esta vinculado ao uso
prolongado desses farmacos ou ainda a exposi¢do do fungo a essas moléculas,
presentes na agricultura ou no seu ecossistema (SANTOS et al., 2009; MURPHY e
BICANIC,2021; GIORDANO, 2021).

Isolados resistentes aos antifungicos apresentam uma grande variedade de
mutacdes no gene cyp571A, que codifica a enzima 14-a lanosterol demetilase do
citocromo P450 (Erg11p), principal alvo dos compostos azdélicos. Um dos
mecanismos de resisténcia adquiridos é a ocorréncia de alteragbes no local de
ligagdo dos derivados azoélicos com essa enzima, que tem sido desenvolvido durante
o tratamento, especialmente em C. albicans, com alteragcbes de nucleotideos no
gene ERG11 resultando em substituicbes de aminoacidos. O mecanismo mais
presente, também, €& a superexpressdo de bombas de efluxo, como os
transportadores ABC (ATP-binding cassette) e MFS (major facilitator super family),
que reduzem a acumulagdo das drogas intracelularmente, incluindo TAC1 (C.
albicans) e PDR1 (C. glabrata). (Figura 6) (MURPHY e BICANIC,2021; GIORDANO,
2021).

Figura 6- Principais vias de mecanismo de acao (A) e de resisténcia (B) frente ao
uso de antifungicos.
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A resisténcia a equinocandinas em espécies de Candida sp tem sido
associada a mutagdes nos genes fks (especialmente em trés regides em FKS1 e
FKS2), que codificam as enzimas [-(1,3)-glucano sintase. Enquanto que a
resisténcia aos polienos esta vinculada a troca de ergosterol por outro esterol na
membrana celular e relacionado ao gene ERG. Outros mecanismos estao presentes,
por exemplo, na mutacdo de enzimas que controlam a captacdo das moléculas
antifungicas, como citosina permease (FCY), citosina desaminase (FCA1) e
fosforribosil transferase (FUR1) (MURPHY e BICANIC,2021; GIORDANO, 2021).

Além dos mecanismos, existem duas definicbes que devem ser levadas em
consideragao, a heterorresisténcia, sendo metabdlica e fisiologicamente dinamicos,
os fungos sado capazes de gerar mutagdes permanentes em algumas linhagens com
0 objetivo de adaptar-se ao estresse, sendo assim corresponde a menos de 0,1% de
uma subpopulagdo isogénica e que expressa uma concentragdo inibitoria minima
(CIM) mais elevada, achado estudado principalmente em espécies de Cryptococcus
SP (MURPHY e BICANIC,2021).

Outra definicdo € a tolerancia, que embora difere de resisténcia, ela pode
surtir em falha terapéutica, uma vez que linhagens tolerantes tornam-se mais
responsivas ao estresse ao modular sinalizagdes que podem diminuir a atividade
metabdlica, como a de calcio pela calmodulina, da serina/treonina fosfatase, ou
ainda o aumento do conteudo de quitina da parede celular (MURPHY e
BICANIC,2021).

2.6 Teste de susceptibilidade aos antifungicos

Devido a necessidade de padronizagdo da susceptibilidade aos antifungicos,
o comité da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) elaborou, em 1997,
documentos de validacdo de métodos capazes de determinar quantitativamente a
sensibilidade in vitro de leveduras, com ensaios que sejam reprodutiveis no mundo
inteiro, apresentando meios de cultura, inéculo ideal, tempo e temperatura de
incubacdo, métodos de micro e macrodiluicdo, determinagcdo de halos de leitura,
dentre outros (VICTOR, 2002). O teste de susceptibilidade aos antifungicos (TSA) ou

teste de susceptibilidade aos antifungicos € de grande valia para que haja uma
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correta farmacoterapia, garantindo o uso racional de medicamentos; além de
possibilitar o monitoramento e detecgao de linhagens resistentes. Infelizmente, ainda
nao ha a mesma contribui¢cdo, informacao e estudos como das bactérias, inclusive
por parte de outros compéndios e padronizagcdes elaboradas por 6érgaos como
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) e BrCAST
(Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Além da metodologia
de referéncia apresentada pelo CLSI, ha alternativas comerciais de E-test e difusao
em disco apresentando boa correlacido, apesar de nao estar validado para todos os
antifungicos e diferentes espécies de leveduras (GIOLO e SVLDZLNSKL, 2010).

A resisténcia aos antifungicos se da pela relagdo farmaco/fungo/hospedeiro,
sendo o ultimo mais relevante. A resisténcia clinica pode ocorrer pela baixa
distribuicdo do farmaco e disponibilidade deste nos sitios de acédo ou ainda devido a
imunodepressao; enquanto que a resisténcia in vitro pode ser intrinseca ou
adquirida. Os maiores relatos de resisténcia sdo demonstrados para o fluconazol,
principalmente em pessoas que convivem com HIV. Nos EUA, C. albicans
representava 33% dessas resisténcias frente a 1579 linhagens, enquanto outras
espécies de Candida sp foi de 6% até 1998, destacando-se C. glabrata e C. krusei
(SOBEL, 2001).

Linhagens resistentes tém surgido ndo somente em animais, mas também em
plantas, o que pode levar a extingdo de espécies animais por escassez de
alimentos. Esses problemas se agravam com a globalizagdo, aquecimento global e
outros fatores. Essas linhagens podem entdo se disseminar para a sociedade e
atingir o ambiente hospitalar, dificultando o tratamento de infec¢gbes causadas por C.

auris, Cryptococcus gattii e Aspergillus fumigatus, por exemplo (KAKEYA, 2022).

O conceito One Health (Saude Unica) é uma abordagem recente na ciéncia,
que pode ser definida como um esforco multidisciplinar e vem ganhando espaco
quanto a discussdes relacionadas a saude e epidemiologia. Trata-se de uma relagao
intima entre saude humana, animal e ecossistema, incluindo a agricultura e
alimentacgao, considerando a indissociabilidade entre essas diferentes areas e busca
resposta para problemas mais relevantes. Por objetivo deseja-se alcangar resultados
de saude ideais, sendo possivel, inclusive, estabelecer conexdes que expliquem a
disseminagdo de linhagens de microrganismos resistentes as drogas (KAKEYA,
2022).
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O European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID) e Infectious Diseases Society of America (IDSA) consideram
equinocandinas como terapia de primeira linha com amplo espectro de agao contra
biofilmes e Candida spp onde C. parapsilosis nao € prevalente. Fluconazol deve ser
considerado na escolha quando ha evidéncia de susceptibilidade a ele ou ainda
quando se trata de infecgbes menos graves; logo, a epidemiologia deve ser
soberana na escolha do tratamento e o0 manejo deve ser adaptado quando ndo ha
indicios de melhora, que deve ser notado (quando ndo ha complicagbes) apés 14
dias de administracéo do farmaco (MELLINGHOFF et al., 2018).

A correta identificagdo de espécies € crucial, dado que diferentes espécies
apresentam peculiaridades em termos de fatores de viruléncia e perfil de
susceptibilidade aos antifungicos. Desta forma, estratégias de diagnostico e
detecgdo de resisténcia devem ser implementadas na rotina clinica para que haja
uma correta terapia, principalmente em infec¢des fungicas invasivas, que sédo as
maiores causas de morbidade e mortalidade dos individuos (GIORDANO, 2021).

2.7 Identificagado de fungos

Grande parte da identificacdo microbioldgica tem sido executada usando
métodos classicos que envolvem cultura e testes fenotipicos, além da pesquisa das

diferengas metabdlicas que existem entre as espécies (PASTERNAK, 2012).

Para espécies de fungos filamentosos e leveduras ainda existem os dados
baseados na morfologia, principalmente os ligados as estruturas reprodutivas, o que
pode limitar a identificacdo, pois ha culturas que nao desenvolvem estruturas
reprodutivas e outras que apresentam semelhanga morfolégica (DIANESE e
SANTOS, 2010), necessitando assim de testes que evidenciem os padrbes
bioquimicos e enzimaticos desses fungos (SIDRIM e MOREIRA, 1999).

Para o achado e identificagdo de fungos filamentosos e termodimoérficos na
fase filamentosa, muitas vezes sao feitas semeaduras em meios de cultura seletivos,
o qual evidenciara uma morfologia tipica, sendo observadas caracteristicas

macromorfolégicas das coldnias como: tamanho, caracteristicas dos bordos, textura,
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relevo, coloragdo e pigmento, e assim, sugerir o possivel género do fungo. No
entanto, a identificacdo final é realizada pela observagdo das caracteristicas
microscoépicas, observando as hifas e estruturas reprodutivas. Outras técnicas ainda
se baseiam nas necessidades nutricionais desses fungos, denominadas provas
nutricionais, utilizando, por exemplo, composi¢cao diferenciada de histidina, tiamina,
inositol e acido nicotinico (SIDRIM e MOREIRA, 1999).

Além das caracteristicas macro e microscopicas, para a identificagdo de
leveduras, € necessaria a realizagao de provas bioquimicas, como 0 zimograma,
que consiste na capacidade do fungo fermentar um determinado agucar para seu
crescimento, com producao de CO,, ndo havendo necessidade de indicador, devido
a producao de gas; e auxanograma (provas de assimilacdo de fontes de carbono e
nitrogénio), que observa o crescimento microbiano na presenca de diferentes fontes
de carbono e nitrogénio (assimilagédo) (LACAZ et al., 2002). A prova do tubo
germinativo tem sido utilizada em alguns casos, a qual consiste na capacidade da

levedura formar filamentos quando semeada em soro (SIDRIM e MOREIRA, 1999).

Outros testes realizados sdo a prova da urease, o uso de diferentes
temperaturas para crescimento, uso de meios especiais com alto teor de
carboidratos e/ou cloreto de sédio, susceptibilidade a determinados antifungicos e
outros. Todas as provas podem ser utilizadas em conjunto para a identificacdo de
uma espécie (LACAZ et al., 2002).

A maioria das técnicas utilizadas para estudo microbiano é dependente de
cultivo, e isso possibilita a avaliagdo de pequena porgao de sua diversidade, pois
muitos dos microrganismos nao sao cultivaveis ou estdo em uma quantidade abaixo
do ideal para cultura. Com isso, sdo necessarias técnicas que possam identificar

microrganismos cultivaveis e nao cultivaveis (ERCOLINI, 2004).

A Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) vem sendo utilizada na
identificacdo de patdgenos presentes em amostras e que ndo é possivel seu facil
cultivo (como é o caso de virus, por exemplo SARS-Cov-2) ou quando ndo ha
quantidade suficiente para identificagcdo por outros métodos, e assim permite a
identificacdo de espécies a partir de fragmentos especificos de DNA com seus pares

de bases, os quais sdo amplificados e detectados (MACHADO et al., 2015).
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Por outro lado, ainda temos a Eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante (DGGE) que € um método de separagéo electroforético baseado em
diferengas no comportamento de desnaturagdo de fragmentos de DNA de cadeia
dupla, e é capaz de determinar, descrever e monitorar a diversidade da comunidade

microbiana de ambientes complexos (MACHADO et al., 2015).

Os métodos semi-automoatizados e os automatizados podem agregar no
laboratério de microbiologia, principalmente dentro do contexto hospitalar,
aumentando a produtividade, permitindo um aumento continuo no volume de
amostras, apesar dos orgamentos limitados e da falta de pessoal (GONZALEZ et al.,
2020).

Dentre os sistemas automatizados, o VITEK usa cartdes de identificacdo que
possibilita a realizagdo de varios testes fornecendo resultados e identificacdo de
espécie e susceptibilidade aos antimicrobianos de forma rapida e segura a partir de
uma cultura. Os cartbes destinados a identificagdo dos microrganismos contém
substratos bioquimicos e um pogo de controle de crescimento, além de marcadores
de resisténcia, proporcionando a identificagao rapida e precisa a nivel de espécie de
mais de 350 bactérias e leveduras clinicamente relevantes (GONZALEZ et al.,
2020).

2.8 MALDI - TOF MS

Com as dificuldades encontradas em métodos classicos, novas técnicas
dependentes de cultivo tém sido desenvolvidas. Um grande progresso sao o0s
estudos protedmicos para identificagdo das espécies fungicas ou bacterianas
(PASTERNAK, 2012), tais como a técnica de Espectrometria de Massa por Tempo
de Voo - lonizagao/Dessor¢cao a Laser Assistida por Matriz (inglés: Matrixassisted
laser desorption ionization — time of flight mass spectrometry), MALDI — TOF MS,
uma poderosa ferramenta para identificagdo de agentes microbianos, incluindo
fungos, (BECKER et al., 2014). Esta técnica compara espectros gerados a partir dos
perfis de peptideos do microrganismo com espectros de referéncias existentes em
bancos de dados (GOUBA e DRANCOURT, 2015).
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Utilizando o sistema MALDI — TOF, microrganismos desconhecidos, como
leveduras e fungos filamentosos, podem ser identificados a partir dos picos gerados
pela extracdo de peptideos/proteinas das células lisadas, principalmente as de
parede das leveduras e conidios e parede dos micélios em fungos filamentosos, por
comparagao de seu espectro de massa com um Banco de Dados de Espectros de
Referéncia (BDER). Essa técnica analisa o conteudo protéico celular, geralmente
abundantes, de carater basico e hidrofobicidade intermediaria, tais como proteinas
ribossomais, que sob a forma de um espectro gerado por diferenca de massa e
carga dessas moléculas é capaz de identificar em nivel de espécie (GIORDANO,
2021).

As amostras podem ser coletadas para identificacdo a partir de espécimes
clinicos, bidpsias, ou até mesmo de superficies, e logo depois inoculadas em um
meio de cultura para seu crescimento e isolamento, com posterior identificacdo no
MALDI — TOF MS (GOUBA e DRANCOURT, 2015).

E necessaria a mistura do isolado (amostra) com a matriz, sendo as mais
utilizadas constituidas por acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) ou o acido 2,5-
di-hidroxi-benzoico (DHB) (DIANESE e SANTOS, 2010). Posteriormente, ocorre
evaporagao dos solventes e cristalizacdo. O depdsito formado pela amostra e a
matriz € realizado sobre uma placa metalica condutora, que pode conter divisbes
que acomodam 48 ou 96 testes (JUNIOR, 2014).

A dessorcao/ionizagao ocorre pela incidéncia de um feixe de laser, que opera
em um determinado comprimento de onda, sobre a mistura matriz (composto
organico capaz de absorver radiagao na regiao do espectro onde o laser opera) e
analito. Deve-se garantir o excesso de matriz para a cristalizagdo da amostra e a
incorporagdo do analito. Os lasers geralmente operam na regido que varia do
ultravioleta ao infravermelho, podendo ser gasosos ou sélidos, e devem operar em
modo pulsado (DIANESE e SANTOS, 2010).

A matriz absorve energia do /aser levando a dessorgao dos analitos que sao
entdo vaporizados e ionizados na fase gasosa. As moléculas ionizadas sao entao
aceleradas em um campo eletrostatico e ejetadas em um tubo de voo em vacuo, até
que atingem um detector, onde ions menores chegam mais rapidos que os maiores.
O tempo de voo (Time of Flight) necessario para atingir o detector € dependente da
massa e carga do bioanalito, sendo assim, o espectro de massa sera gerado de

acordo com a massa, carga e intensidade dos ions, levando a construgdo de
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diferentes picos, que comparados a picos de referéncia, revelam a identificacdo do
bioanalito (Figura 7) (CROXATTO, PROD’ROM e GREUB, 2012).

Figura 7- Representacao do funcionamento do MALDI — TOF MS.
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A técnica de MALDI — TOF MS tem sido muito utilizada. Seu sistema bem

estabelecido permite uma identificagdo rapida e confiavel de bactérias (FOURNIER
et al., 2013) e virus (CROXATTO, PROD’ROM e GREUB, 2012), mas sua utilizagao

para identificacdo de fungos ainda apresenta algumas limitagdes, principalmente

para os fungos filamentosos, como a dificuldade na extragdo de suas proteinas e a

escassez

de amostras de

(SCHULTHESS et al., 2014).

referéncia do banco de dados comparativo
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O primeiro relato do uso do MALDI — TOF MS para identificacdo de leveduras
ocorreu em 2001 (BADER, 2013), e desde entdo iniciou-se também as
identificacbes de fungos filamentosos (SCHULTHESS et al., 2014) e daqueles que
apresentam termodimorfismo (KOLECKA et al., 2013). Com isso, varios géneros de
fungos puderam ser identificados por esta técnica, como Candida spp, Aspergillus
spp, Penicillium spp, Fusarium spp, Scedosporium spp, Trichoderma spp, Verticillium
spp, € os géneros de fungos dermatofitos, como Microsporum sp, Epidermophyton
sp e Trichophyton sp (BECKER et al., 2014).

Com o aumento de estudos, principalmente clinicos, utilizando MALDI — TOF
MS para identificacdo de fungos, tem-se buscado o aprimoramento desta técnica,
ampliando o conteudo presente nos bancos de dados, levando a resultados mais
confiaveis e abrangentes, tanto de género quanto de espécie. Apesar de bem
estabelecido para estudos bacterioldgicos, varias pesquisas utilizando MALDI-TOF
MS remetem a estudos micoldégicos (BADER, 2013).

Essa técnica € uma nova ferramenta para os estudos em laboratérios de
microbiologia, pois além de apresentar-se como de menor custo, algumas
avaliagdes da técnica tém demonstrado que os resultados do MALDI — TOF MS se
assemelham aos resultados de identificacdo molecular, com rapidez, eficiéncia e
facilidade de uso (JUNIOR, 2014).

Os estudos avaliativos da técnica tém apresentado uma taxa de eficiéncia
entre 89% a 96% na identificacdo de espécies fungicas, ou seja, maior rendimento
com o minimo de erros, apresentando uma maior taxa relacionada as espécies de
interesse clinico (BECKER et al., 2014).

Além de identificar, MALDI -TOF MS também pode determinar o indice de
susceptibilidade aos antimicrobianos, e ja existem métodos descritos para tal
finalidade que tem demonstrado 6timos resultados, inicialmente aplicados para
bactérias e atualmente para leveduras. Baseado na ferramenta indice de Correlacéo
de Compédsitos (ICC), a técnica passa a ser capaz de detectar mudanga da
composi¢ao proteica microbiana induzida pela exposi¢gdo a um farmaco, de modo a
inferir a Mudanga Minima no Perfil de Concentracédo (MMPC). A MMPC ¢ definida
como a concentragdo mais baixa da droga capaz de demonstrar mudangas no perfil
proteico do microrganismo, exposto a diferentes concentragdes da droga e um
controle sem droga, demonstrando ser analoga ao MIC com 94% de confiabilidade
(GIORDANO, 2021).
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Uma das vantagens descritas do teste é a eliminagdo da subjetividade
presente na leitura visual dos resultados do método de referéncia e a diminuicao do
tempo de diagnéstico (BERKOW, 2020).

Visto a necessidade de determinar aspectos epidemioldgicos, de resisténcia e
identificac&o rapida e precisa de infecgdes fungicas, o presente trabalho visa buscar
caracteristicas regionais que direcionam o tratamento e melhor desfecho clinico em
individuos acometidos com infec¢ao fungica. Destaca-se a importancia de estudos
que avaliem a resisténcia aos antifungicos das amostras clinicas, bem como a

caracterizagao das espécies por métodos moleculares.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Avaliar aspectos epidemiolégicos e de resisténcia aos antifungicos de
leveduras identificadas por MALDI-TOF MS de isolados de amostras
hematogénicas e de coinfecgdo fungica em individuos com COVID-19 na

Zona da Mata Mineira.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o perfil epidemiolégico e de resisténcia aos antifungicos das
amostras de leveduras isoladas de individuos com infec¢ao
hematogénica no periodo de 2015 a 2018;

e Avaliar o perfil epidemiolégico e de resisténcia aos antifungicos das
amostras de leveduras isoladas de individuos com coinfecgéo fungica
na COVID-19 no periodo de 2019 a 2021,

e Comparar a técnica de identificagado utilizada na rotina laboratorial com
a identificagdo molecular por MALDI — TOF MS;

e Comparar o perfil de resisténcia entre os grupos no periodo de 2015 a
2021;

e Avaliar o desfecho clinico e o uso de antifungicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

O estudo de amostras obtidas a partir de infecgdes hematogénicas trata-se de
um estudo transversal, retrospectivo, descritivo e observacional, realizado com a
anadlise de amostras coletadas a partir de 47 individuos de ambos o0s sexos,
previamente internados em hospital publico na regido da Zona da Mata Mineira no
periodo de 2015 a 2018.

O critério de inclusdo foi a presenga de, pelo menos, uma hemocultura
positiva para fungos, onde houve suspeita de infec¢cdo, sugerindo uma possivel
fungemia. Foram excluidas amostras provenientes de unidades ambulatoriais e as

que nao foram possiveis a recuperagdo da mesma.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas
Gerais, sob o parecer do comité CAAE 12659619.5.0000.514 (Anexo A). Por se
tratar de um estudo retrospectivo e com colegcdo de amostras previamente existentes
foi anexado ao projeto o Termo de Dispensa do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

O estudo de amostras obtidas a partir de coinfecgdes fungicas trata-se de um
estudo transversal, prospectivo, descritivo e observacional, realizado com a analise
de amostras coletadas a partir de 44 individuos de ambos os sexos, internados em
unidades hospitalares publica (formada por equipe multidisciplinar, com duas
unidades, 156 leitos e 170047 internagdes ao ano) e privada (uma unidade, 190
leitos, 14153 internagdes ao ano), que atendem desde a medicina preventiva aos
casos de alta complexidade, apds diagnostico da COVID-19, na regido da Zona da
Mata Mineira no periodo de 2019 a 2021.

Como critério de inclusdo temos a confirmagédo diagndstica positiva para
SARS-Cov-2 por Reagdo da Cadeia de Polimerase em Tempo Real (RT- gqPCR) dos

individuos, individuos internados em uma unidade hospitalar e que apresentaram
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infecgdo secundaria, com idade superior a 18 anos de idade, ambos os sexos, apds

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas
Gerais, sob o parecer do comité CAAE 32572820.6.0000.5133 (Anexo C).

4.2Coleta e processamento das amostras

As amostras foram obtidas a partir da colegdo da micoteca do Laboratério de
Analises Clinicas dos hospitais participantes, isoladas no periodo de 2015 a 2021,

sendo selecionadas segundo os critérios de inclusao e excluséo para o estudo.

Todas as amostras foram previamente identificadas por métodos utilizados na
rotina de cada laboratério, incluindo métodos como auxanograma e microcultivo
junto a triagem realizada em meio cromogénico ou sistema automatizado VITEK.
Analises manuais pelo método de GRAM e meio cromogénico foram repetidas com
o fim de garantir a fidelidade das identificacbes e a pureza da amostra apés a

recuperagido das mesmas.

Apoés a separagao das amostras provenientes da colegdo, foram inoculados
no meio de cultura liquido Infusdo de Cérebro-Coracdo (BHI) com adigdo de
dextrose para recuperagao, sendo excluidas as amostras que nao apresentaram
crescimento. Foi realizado um novo repique das mesmas para o meio de cultura
Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol, incubados em aerobiose a 28° + 2° C
por um periodo de 48h a 72h, até que o crescimento das leveduras fosse observado.
As amostras de leveduras isoladas foram armazenadas em meio SkimMilk acrescido

de glicerol 20% para congelamento e possivel recuperagéao futura.

4.3Coleta de dados dos usuarios

Os dados secundarios para avaliagao do perfil epidemioldgico foram obtidos a

partir do prontuario médico online adotado em cada unidade hospitalar participante.
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Os dados coletados foram: idade, sexo, desfecho, duragdo da hospitalizacdo pos
infeccdo fungica, presenga de procedimento invasivo, utilizacdo de drogas
antimicrobianas, motivo da internacgao, infecgdo associada e terapia antimicrobiana

utilizada.

Foram garantidas a confidencialidade e sigilo dos dados, através do Termo de
Confidencialidade e Sigilo. Devido a coleta de espécimes clinicos solicitados pelo
médico responsavel pelo paciente, os individuos ndo foram expostos a riscos

inerentes ao estudo e suas identidades foram preservadas.

4.41dentificagao e analises de dados por MALDI — TOF MS

As amostras recém-cultivadas foram utilizadas para identificagdo por MALDI -
TOF MS no Insitituto de Microbiologia Paulo de Gdes, na Universidade Federal do
Rio de Janeiro, utilizando acido férmico (FA)/ etanol (EtOH) para método de extragao
de proteina, de acordo com o protocolo Bruker Daltonics GmbH. O volume 6timo de
FA usado variou entre 30 e 50 pl, e um volume igual de acetonitrila (ACN) foi
adicionado. Um microlitro do extrato de proteina bruta foi pipetado em duplicata em
uma placa de ago polido com 96 pogos (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), e
1mL de solugdo padrao diferente de bactéria e levedura teste (Bruker Daltonics) foi
utilizado como controle positivo. Linhagens padréo de C. albicans e C. krusei foram
usadas como controle positivo para leveduras. Apos secagem ao ar, todos 0s pogos
foram cobertos com a solugdo matriz a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) preparada
de acordo com o protocolo do fabricante e, apés secagem, foram analisados, em
ensaios automaticos operados por FlexControl versdo 3.3.108.0 (Bruker Daltonics).
As linhagens padréo e as amostras foram identificadas pelo software MALDI-TOF
MS Biotyper RTC 3.0 (Bruker Daltonics).

Os espectros de identificagdo foram gerados com 240 disparos de laser para
cada duplicata, que foram entdo comparadas com os principais dados dos espectros
de massa de referéncias selecionadas a partir do banco de dados Bruker Daltonics
(BDAL) e a biblioteca CBS-KNAW.
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Subsequentemente, os resultados obtidos pelo MALDI — TOF MS foram
pontuados como valores de log de acordo com as orientagdes do fabricante e foram
classificados como: segurancga de género e identificacdo de espécie, > 2,0; garantia
de identificacdo de género, 1,7-2,0; identificagcdo nao confiavel (NRI), <1.7. Os
espectros de massa obtidos para identificacdo durante as medicbes foram
visualizados por Bruker flexAnalysis software versdo 3.3.75.0 e investigado por

ClinProTools versao 3.0 software Bruker Daltonics.

4.5Teste de susceptibilidade aos agentes antifungicos

As amostras fungicas isoladas foram submetidas ao teste de susceptibilidade
aos antifungicos pelo método de disco-difusdo, de acordo com as recomendacgdes e
protocolos do CLSI, documento M44 (2018). Todos os testes foram realizados em
triplicata juntamente com linhagens padrdao de C. albicans ATCC 90028 e C.
tropicalis ATCC 750, segundo interpretacéo do CLSI, documento M60 (2020).

As amostras foram semeadas em tubos de Agar Sabouraud e incubadas a
35+/-2 °C por 24-48h. A partir do crescimento obtido, suspensdes com turvagao
equivalente a escala 0,5 de McFarland foram preparadas em tubos de vidro
contendo solugao salina 0,9%. Com auxilio de swabs estéreis, as suspensdes foram
semeadas em placas contendo agar Mueller Hinton (Difco, EUA) suplementado com
2% de glicose e 0,5 ug/mL de azul de metileno, de maneira a obter um melhor

crescimento e facilidade na leitura dos halos, com ajuste de pH entre 7,2 e 7 4.

Discos de papel impregnados com os antimicrobianos anfotericina B (20ug)
(LIOFILCHEM), voriconazol (1ug) (LIOFILCHEM), fluconazol (25ug) (LIOFILCHEM),
caspofungina (5ug) (LIOFILCHEM) e itraconazol (10ug) (CECON) foram aplicados
sobre a superficie dos meios de cultura inoculados. As placas foram entéo
incubadas a 35+/-2 °C por 24-48 h. Apds o periodo de incubacido, os halos de
inibicdo do crescimento foram mensurados e os resultados interpretados como

linhagem resistente (R), intermediaria (l) ou sensivel (S).

A interpretacdo dos halos foi estabelecida utilizando como principal

padronizagao o documento M60 do CLSI (2020). Para a leitura de halos pendentes
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de padronizacdo, esta foi realizada segundo a bula de cada droga utilizada
(LIOFILCHEM/CECON), a partir de dados fornecidos pela literatura, ou ainda,
considerando a semelhancga filogenética entre espécies. Leituras onde nado houve
presenca de halo foram consideradas linhagens resistentes (GONZALEZ, 2015;
SILVA, 2016; SMITH et al., 2018).

C. glabrata e C. krusei foram consideradas com resisténcia intrinseca (RI) ao
fluconazol. Espécies filogeneticamente semelhantes foram avaliadas para

interpretacédo dos halos quando nao existiu padronizacao (ARENDRUP, 2013).

C. glabrata foi avaliado segundo Demitto e colaboradores (2012), sendo os
halos para voriconazol = 17 mm (S), 14-16 mm (l), £ 13 mm (R), valores também
considerados para C. lusitaniae e C. haemolunii por Pedroso e colaboradores (2014)
e para Cryptococcus sp segundo Khan e colaboradores (2009). Para essa mesma
espécie, Ingroff e colaboradores (2007) consideraram halos < 13 mm (R) e =2 14 mm

(S) para a droga caspofungina.

4.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram organizados em planilhas do Microsoft Excel
2013®, realizou-se estudo descritivo dos dados, demonstrando a frequéncia
absoluta e relativa. Ao analisar a correlagdao entre antifungico administrado,
expressao fenotipica de resisténcia e desfecho 6bito foram utilizados os testes de
analise de ANOVA e Bonferroni. Para analise de significancia e variancia em
amostras independentes e valores de p, considerando p < 0,05 no teste do qui-

quadrado, foram realizadas utilizando a ferramenta GraphPad Prism versao 5.01®.

Para concordancia e comparacédo dos métodos utilizados na identificacdo dos
isolados foi utilizado o coeficiente kappa para analise de erro e eliminagao de

causalidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil clinico-epidemiolégico e prevaléncia de espécies fungicas

No periodo estudado entre 2015 e 2018, foi possivel coletar dados de 42
individuos apo6s a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, dos quais foram

possiveis isolar 84 amostras provenientes de infecgdo hematogénica.

A partir das analises, 50% (n=21) dos individuos pertenciam ao sexo
masculino e 50% (n=21) ao sexo feminino. A média de idade foi igual a 54,5 anos,
tendo por mediana 54 anos, desvio padrao igual a 18,8. Estratificando os individuos
de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a maioria dos individuos foi
constituida por adultos (59,5%; n=25), seguidos de idosos (38,1%; n=16) e neonatos
(2,4%; n=1). Com relagéo aos individuos adultos, houve maior concentragéo na faixa
etaria entre 50 a 60 anos (28,6%; n=12).

A maioria dos individuos (54,8%; n=23) estavam internados em UTI. As
demais unidades hospitalares foram: Clinica Médica (21,4%; n=9), Clinica Cirurgica
(11,9%; n=5), Transplante de Medula Ossea - TMO (9,5%; n=4) e Clinica Pediatrica
(2,4%; n=1).

Quando avaliado o tempo de internagao, verificou-se uma média de 27 dias
de permanéncia hospitalar. Todos os individuos apresentaram algum fator
considerado de risco para a infec¢do hematogénica por fungos. Todos os individuos
avaliados estavam submetidos a tratamentos com quimioterapicos, sejam

medicamentos antineoplasicos e/ou antimicrobianos.

Os principais antifungicos utilizados no manejo terapéutico dos individuos
neste estudo foram: fluconazol (43%; n=18) e anfotericina B (9,5%; n=4), seguido de
anfotericina B e fluconazol associados (7%; n=3). Ainda foi possivel identificar casos

em que somente antibacterianos foram administrados (40,5%; n=17).

O predominio de espécies isoladas foi de C. albicans (30,5%; n=25), C.
tropicalis (22,4%; n=19), C. glabrata (11,8%; n=10), C. parapsilosis (10,6%; n=9), C.
lusitaniae (7,1%; n=6), C. orthopsilosis (4,7%; n=4), C. krusei (4,7%; n=4), C.

haemulonii (4,7%; n=4) e Cryptococcus neoformans (3,5%; n= 3).
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A partir do segundo grupo de individuos apresentando teste positivo para
COVID-19, foram possiveis obter 51 isolados a partir de 44 individuos, sendo 21
amostras provenientes de unidade hospitalar particular e 30 de unidade hospitalar
publica, todos atendendo os critérios de incluséo e exclusdo de coinfecgao fungica
no periodo de 2019 a 2021.

O levantamento de dados apontou para 25 individuos do sexo feminino (57%)
e 19 do sexo masculino (43%). A média de idade foi igual a 68,5 anos variando entre
33 e 89 anos, tendo por mediana 71 anos, desvio padrao igual a 14,8. A distribuicao
das idades foi constituida em sua maioria por idosos (n= 33; 76%) seguida de
adultos (n=11; 24%). Com relagéo aos individuos idosos, houve maior concentragéo

na faixa etaria entre 70 e 79 anos (n= 16; 37%).

Todos os individuos internados durante o periodo estudado de pandemia da
COVID-19 eram submetidos a leitos e unidades especiais de internagao, incluindo
equipamentos de uso em UTI, visto ao rapido avango de sinais e sintomas
agravantes em curto periodo de tempo, além do uso de protocolos especificos com
finalidade de evitar a transmissdo do SARS-Cov-2 entre individuos, profissionais,
familiares e comunidade, ndo sendo possivel assim estratificar as unidades de
internacdo entre os individuos individuos. Todos os individuos necessitaram de
cuidado intensivo e receberam alguma intervencgao invasiva, como o uso de cateter
e, com excecao de 7 individuos, todos necessitaram de ventilacdo mecanica

invasiva.

O tempo de internagéo variou de 7 a 330 dias, a média foi de 40 dias de
permanéncia hospitalar, onde 27 individuos tiveram obito como desfecho clinico

(61%) e 17 receberam alta apos avaliagdo médica (39%).

Todos os individuos apresentaram algum fator considerado de risco para a
infeccdo fungica, além da infeccdo primaria por SARS-Cov-2, como intervengao
invasiva (n=44; 100%), uso de corticoides (n= 44; 100%) e internagao superior a 21
dias (n= 25; 57%) e pessoas vivendo com HIV (n=2; 4%). Além disso, todos
apresentaram comorbidades que agravam o estado do paciente como doengas
respiratérias (n= 15; 33%), hipertensao arterial sistémica (HAS) (n= 33; 75%),
Diabetes Mellitus (DM) (n= 20; 45%), dislipidemias (n= 5; 12%), obesidade (n= 8;
18%) e doenga renal (n= 3; 6%).
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No periodo avaliado, os principais espécimes clinicos obtidos para isolamento
do agente etiologico foram: aspirado traqueal (n= 27; 53%), urina (n= 22; 43%) e

sangue (n=2; 4%).

Os principais antimicrobianos administrados, segundo teste de
susceptibilidade aos antibacterianos ou empiricamente e antifungico empirico, foram:
antibacteriano isolado (n= 27; 63%), antibacteriano e fluconazol (n= 8; 18%),
antibacteriano e anfotericina B (n= 5; 12%), antibacteriano e amicafungina (n= 3;
6%) e ainda antibacteriano, fluconazol e anfotericina B concomitantemente (n=1;
2%).

As principais espécies fungicas isoladas foram: C. albicans (n= 26; 51%), C.
tropicalis (n= 16; 31%), C. glabrata (n= 6; 12%), Trichosporon asahii (n= 2; 4%) e
Pichia kudriavzevii (n= 1; 2%).

Todos os dados clinico-epidemiolégicos podem ser verificados e comparados

no Quadro 1.



Quadro 1- Perfil clinico-epidemioldgico de individuos com fungemia no periodo de 2015-2018 e com coinfecg¢ao fungica na
COVID-19 entre 2019-2021 (NA= N&o se Aplica)

Fungemia (2015- Coinfecgao (2019 —

Valor do qui-

Parametros 2018) 2021) quadrado (p)
Sexo: n (%) Masculino 21 (50) 19 (43) 0.321
Feminino 21 (50) 25 (57) ’
<1ano 1(2) 0 (0)
1 -20 anos 1(2) 0 (0)
. o,
dade: n (%) 21 — 40 anos 11 (23,5) 2 (4) 0,0001
41— 60 anos 20 (42,5) 9 (20)
> 60 anos 14 (30) 33 (76)
SANGUE 84 (100) 2 (4)
L L
Especimes clinicos: n (%) »opirADO TRAQUEAL NA 27 (53) NA
URINA NA 22 (43)
Unidade de internagdo: n UTI 23 (54,8) NA
(%) Clinica Médica 9 (214) NA A
Clinica Cirurgica 5(11,9) NA



Unidade de internagdo: n Transplante de Medula Ossea (TMO)

(%)

Fatores de risco: n (%)

Uso de antimicrobiano: n
(%)

Clinica Pediatrica
Assisténcia COVID-19

Uso de

quimioterapicos/imunossupressores

Internacao > 21 dias
Transfusdo sanguinea

Uso de cateter

Ventilagdo Mecanica Invasiva
Nutricdo parenteral

Dialise

Procedimento Cirurgico

Convivendo com HIV

Antibacteriano isolado
Antibacteriano + anfotericina B
Antibacteriano + fluconazol
Antibacteriano + amicafungina

Antibacteriano + 2 antifungicos

4(9,5)
1(2,4)
NA

42 (100)
18 (43)
18 (43)
16 (38)
15 (36)
15 (36)
9 (21)

8 (19)

5 (12)

17 (40,5)
4 (9,5)
18 (43)
0(0)

3 (7)

50

NA
NA
44 (100)

44 (100)
25 (57)
0 (0)

44 (100)
38 (86)
13 (29)
2 (4)

0 (0)
2(4)

< 0.0001

28 (63)
5(12)

8 (18) < 0.0001
2 (6)

1(2)



C. albicans 25 (30,5) 26 (51)

C. tropicalis 19 (22,4) 16 (31)
C. glabrata 10 (11,8) 6 (12)
C. krusei 4 (4,7) 0 (0)
C. parapsilosis 9 (10,6) 0 (0)
Espécies flngicas ¢ orthopsilosis 4 (4,7) 0 (0) < 0.0001
isoladas: n (%) C. lusitaniae 6(7,1) 0 (0)
Cryptococcus neoformans 3 (3,5) 0 (0)
C. haemulonii 4 (4,7) 0 (0)
Trichosporon asabhii 0 (0) 2 (4)
Pichia kudriavzevii 0 (0) 1(2)

Fonte: elaborado pelo autor (2022).
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E possivel observar que houve diferencas significativas entre os dois grupos
estudados (p < 0,05) com relagao as idades, os fatores de risco envolvidos, tipo de
tratamento antimicrobiano utilizado, bem como as espécies isoladas nesses

individuos. Nao foi verificada diferencga significativa com relagao ao sexo.

Ja é demonstrado que as infecgdes fungicas s&o em sua maioria causadas
por leveduras do género Candida sp, se destacando C. albicans e que ha um
predominio dessas infecgdes concentradas em individuos internados em UTI. Sua
origem é principalmente enddégena, uma vez que fungos desse género estéo
presentes na microbiota, assim esses fungos podem invadir o organismo através da
corrente sanguinea ou ainda com o uso de cateter e quando submetidos a
procedimentos invasivos. Biofiimes também sdo causas importantes de infecgao.
Cerca de 33% das infeccbes hematogénicas exdgenas estdo relacionadas a IRAS,
principalmente por microrganismos presentes nas maos e unhas de profissionais de
saude, se destacando C. glabrata e C. parapsilosis (ALANGADEN, 2011; BORGES
et al., 2018).

Individuos  clinicamente  debilitados, com fatores de risco, e
imunocomprometidos sdo os mais suscetiveis a infecgdes fungicas invasivas, como
na fungemia. Os casos destacam-se em individuos com uso de antimicrobianos de
amplo espectro, tempo de internagdo prolongado e uso de dispositivos ou
procedimentos invasivos. Um levantamento de dados com 28.502 casos de IRAS
demonstrou que 11% delas foram causadas por fungos, sendo 7% por C. albicans e
4% por outras espécies de Candida sp. onde a assisténcia, em sua maioria, se deu
em UTI e estavam todos relacionados ou ao uso de cateter sanguineo e urinario, ou
a ventilacdo mecéanica (HIDRON et al., 2008; DOl et al., 2016).

Estudo epidemioldgico realizado em 16 hospitais brasileiros com 2563
isolados clinicos demonstrou que as infecgdes fungicas invasivas predominaram em
individuos do sexo feminino e com média de idade igual a 56 anos, além da maioria
estar em UTIl com uso de ventilagdo mecanica e/ou cateter central. A média de
internacdo foi de 29 dias, com taxa de mortalidade chegando a 85%. Houve
predominio de outras espécies de Candida sp, se destacando C. albicans (34,3%),
C. parapsilosis (24,1%), C. tropicalis (15,3%), C. glabrata (10,2%), C. krusei (1,5%),
C. pelliculosa (1,5%), C. lusitaniae (0,7%), C. famata (0,7%), e C. guilliermondii



53

(0,7%). Todos foram dados analisados e que corroboram com nosso estudo (DOI et
al., 2016).

Candida sp é o segundo patdégeno causador de infecgdo urinaria associada
ao uso de cateter. Também ocupa a quarta posicdo como patdgeno quando
associado ao uso de cateter sanguineo, se destacando por apresentar cerca de 10%
das infecgdes hematogénicas em UTI e até 8% em outras unidades de internagéo
(ALANGADEN, 2011).

Mais de 20 espécies de Candida sp ja foram reportadas em infecgdes
invasivas, dentre elas mais de 90% sao atribuidas a C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, e C. krusei, respectivamente, sendo também as cinco
espécies mais prevalentes em nosso estudo. A estratificacdo das espécies se
intensifica a medida que os métodos diagnosticos e laboratoriais sdo aprimorados.
As trés primeiras espécies mais isoladas continuam sendo provenientes de
individuos em UTI, sendo isolados de sangue, urina e trato respiratério (COLOMBO
e GUIMARAES, 2003; PFALLER et al., 2007).

Um estudo prospectivo que avaliou 2019 participantes demonstrou a
prevaléncia de outras espécies de Candida sp em infecgdes fungicas quando
comparado a C. albicans, fato que corrobora com os achados do estudo atual
(HORN et al., 2009). Em uma analise de onze anos em um hospital de Sdo Paulo,
foi possivel avaliar dados que demonstraram prevaléncia em candidemias no sexo
masculino, com idade média de 30 anos, individuos internados em UTI, com alguma
doenca de base e fator de risco, uso de cateter, uso de antimicrobiano, com
destaque para as espécies C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C.
krusei (WILLE et al., 2013).

As infec¢cdes por Candida sp s&o facilitadas por sua patogenicidade e
viruléncia. C. albicans por sua facil aderéncia e invaséo tissular, termotolerancia e
producao de enzimas. C. tropicalis com potencial agente oportunista em individuos
com disbiose, neutropénicos e com dano intestinal. C. glabrata esta presente em
infecgdes tratadas com fluconazol e individuos idosos. O Complexo C. parapsilosis é
capaz de proliferar em ambientes ricos em glicose, formar biofiimes e colonizar
cateter. C. krusei vem aparecendo ocasionalmente em individuos com doengas

hematoldgicas, individuos tratados com fluconazol, e neutropénicos. C. lusitaniae
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esta relacionada aos indviduos imunocomprometidos e também em individuos com
cancer (ALANGADEN, 2011; WILLE et al., 2013).

C. lusitaniae esta presente em onicomicose, candidiase vaginal, infec¢oes
hematogénicas, fungemia relacionada a cateter, e em cuidados em UTI. Apesar de
ser agente raro de infecgdo, sua identificagdo € de suma importancia, por ser
considerada multirresistente a drogas. Ela também faz parte de um complexo
composto por C. haemulonii, C. duobushaemulonii e C. haemulonii var. vulnera
(RAMOS et al., 2014).

O complexo C. haemulonni (formada também por C. pseudohaemulonii e C.
auris) causa raras infec¢des e esta mais associada a candidemias, estando ela entre
as espécies emergentes, levantando dados preocupantes quanto seu potencial de
multirresisténcia, principalmente frente a anfotericina B e aos azois (RAMOS et al.,
2014).

Coinfecgao fungica em individuos com COVID-19 corresponde cerca de 4 a
28% e estao principalmente associadas ao uso de cateter sanguineo ou urinario e
ventilagdo mecénica, levando as infecgdes de corrente sanguinea, do trato urinario e
trato respiratorio, respectivamente. Durante um ano e seis meses foi possivel avaliar
em 78 hospitais a evolugao das infecgdes por cateter em individuos antes e apds a
pandemia, notando-se um aumento das taxas de infecgdo, tendo diferencga
significativa ao uso de cateter sanguineo em UTI, sendo que infec¢des por Candida
sp aumentaram 57% (FAKIH et al., 2021; CALVO et al.,2021).

Dados apontam que a contratacao rapida de profissionais ndo preparados, a
acessibilidade dificultada ao cuidado desses individuos, longo periodo de internagéo,
a diminuigcéo de estratégias para manutencao e prevencgao de infecgdo em equipos e
cateter sdo alguns dos fatores que contribuiram para esse aumento. Soma-se a isso
o uso de imunomoduladores para combate da tempestade de citocinas, linfopenia,
alocacdo em UTI, uso de antimicrobianos empiricos e a idade avancada dos
individuos idosos internados por COVID-19 (SALEHI et al., 2020; FAKIH et al., 2021;
CALVO et al.,2021).

Calvo e colaboradores (2021) observaram coinfeccdo por Candida sp em
quase 15% dos individuos internados por COVID-19, niumero superior comparado a

coinfecgdo em outros casos de pneumonia viral, isolados de urina, trato respiratorio,



55

cateter e sangue, onde prevalecem as espécies de C. albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. dubliniensis, C. krusei, C. tropicalis € Trichosporon asahii (sendo este
ultimo isolado em apenas um caso), respectivamente. A idade média dos individuos
foi de 65 anos, todos internados em UTI, submetidos a intubacéo orotraqueal e uso

de cateter e, média de tempo de internagao superior a 21 dias.

Outro estudo demonstrou que as espécies mais reportadas em coinfeccdes
fungicas invasivas foram C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, enquanto no
atual estudo as trés espécies de Candida sp isoladas foram C. albicans, C. tropicalis
e C. glabrata. C. glabrata também ja foi isolada na Europa, associada a coinfecgao.
Ao contrario de outros fungos, o género Candida se associa mais ao endotélio e
células epiteliais, sendo um grave fator de risco aos individuos com COVID-19
(BATEN et al., 2022).

Pichia kudriavzevii vem sendo reportado em neonatos com sepse, no
entanto, ja é reconhecida cada vez mais a importancia de patdégenos raros como
agentes etioldgicos. Essa levedura esta presente no solo, agua, insetos, plantas e
frutas, incluindo fermentacao de vinhos e queijos, aparecendo entdo como patégeno
oportunista (NAGARATHNAMMA et al., 2017).

Trichosporon asahii € um patdgeno oportunista presente na microbiota da
pele e trato gastrointestinal, causando desde infecgbes superficiais até invasivas,
associado a fungemia e pneumonias com alta mortalidade, e tem sido reportado
como agente em coinfecgdo na COVID-19. Em cinco linhagens isoladas em um
estudo, identificou-se a fonte contaminante como sendo a pele do paciente, com
insercao de cateter e presenga de transmissao cruzada. As causas de infecgao
estavam associadas ao uso de corticosteroides, disbiose, danos pela COVID-19,
tratamento prolongado com antimicrobiano e eventos tromboticos (SELLAMI et al.,
2017; ALMEIDA JR et al., 2021).

Em diversas partes do mundo, incluindo o estudo atual, fluconazol continua
sendo mais utilizado na terapia antifungica, alcangando até 70% dos tratamentos,
seguido da caspofungina com até 40%, amicafungina (11%), anfotericina B (10%) e
voriconazol (7%), através de monoterapia ou por combinagéo. Fluconazol tem sido
administrado nos casos de candidemia por C. albicans e voriconazol para C. krusei,

e demais terapias reservadas ao uso de anfotericina B. Equinocandinas, como
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caspofungina, tém sido mais utilizadas em casos de C. glabrata e C. parapsilosis
(HORN et al., 2009).

O uso de antifungico € administrado em até 18% dos casos antes da
solicitacdo de cultura e fluconazol corresponde a 57% dos tratamentos em
individuos idosos, que contradiz com a prevaléncia de C. glabrata e C. krusei nessa
populagdo, uma vez que sao espécies intrinsecamente resistentes (HORN et al.,
2009).

Em individuos com COVID-19, a administragdo de antibacteriano tem
acontecido em 100% dos casos, e em hospitais chineses o uso de antifungico
profilatico foi de 39%), dados também demonstrados no estudo atual (SALEHI et al.,
2020).

5.2Comparacao entre identificagao fenotipica e por MALDI - TOF MS

Durante todo o estudo foram avaliados um total de 135 isolados, permitindo
assim sua recuperacao e identificagdo primeiramente por métodos manuais (114
isolados) de auxanograma, agar cromogénico (Figura 8), prova do tubo germinativo,
microcultivo (Figura 9) ou pelo método automatizado VITEK (21 isolados) e posterior
analise em MALDI-TOF MS, com os resultados obtidos apresentados pelo Quadro
2.

Figura 8- Amostras repicadas em meio agar cromogénico para triagem de
identificacao.

Fonte: elaborado pelo autor (2022).



Figura 9- Analise microscoépica de microcultivo demonstrando clamidoconidios
~ caracteristicos de C. albicans.

Fonte: elaborado pelo autor (2022).
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Quadro 2- Identificacdo das leveduras recuperadas ou isoladas nesse estudo por método bioquimico-fisiolégico e MALDI -TOF
MS. Em vermelho identificagdes onde houve alguma divergéncia.

Isolado

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

12
13
14
15
16
17

Identificagao

fenotipica

C. parapsilosis | C. orthopsilosis

C. parapsilosis | C. orthopsilosis

C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. tropicalis
C. tropicalis

C. glabrata
C. glabrata

C. parapsilosis C. parapsilosis

C. albicans

C. albicans

C. parapsilosis C. parapsilosis

MALDI-TOF
MS

C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. tropicalis
C. tropicalis
C. lusitaniae

C. lusitaniae

C. albicans

C. albicans

solado

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

56

57
58
59
60
61
62

Identificagcao
fenotipica
C. albicans

C. parapsilosis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. parapsilosis
C. albicans
C. glabrata

C. krusei
C. parapsilosis

C. parapsilosis
C. albicans

C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
Candida sp
Candida sp
Complexo C.

MALDI-TOF
MS
C. albicans

C. lusitaniae
C. tropicalis
C. tropicalis

C.parapsilosis
C. albicans
C. glabrata

C. krusei
C.parapsilosis

C.parapsilosis
C. albicans

C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. lusitaniae
C. lusitaniae

C. neoformans

Isolado
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

101

102
103
104
105
106
107

Identificagao
fenotipica
C. albicans

C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans

C. tropicalis
Trichosporon sp.

C. tropicalis
C. tropicalis
C. glabrata
C. albicans
C. albicans

C. glabrata

MALDI-TOF MS
C. albicans
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. tropicalis

Trichosporon
asahii

C. tropicalis

C. tropicalis

C. glabrata

C. albicans

C. albicans

C. glabrata




18
19
20
21
22
23

24

25
26
27
28

29

30

31
32
33
34

C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. albicans
C. albicans

C. albicans

C. glabrata

C. albicans

C. tropicalis

C. tropicalis
C. albicans
C. albicans

C. albicans

C. parapsilosis C. parapsilosis

C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis

C. albicans
C. albicans

C. albicans

C. parapsilosis C. parapsilosis

C. parapsilosis C. parapsilosis

C. glabrata

C. albicans

C. tropicalis

C. tropicalis
C. albicans
C. albicans

C. albicans

63
64
65
66
67
68

69

70

4l

73

74

75

76
77
78
79

neoformans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. glabrata
C. glabrata
Candida sp
Candida sp

Candida sp

Candida sp
C. albicans
C. albicans
C. albicans
Comp. C.
neoformans
Comp. C.

neoformans

C. glabrata

C. tropicalis
C. tropicalis
C. glabrata
C. glabrata

C. haemolunii

C. haemolunii

C. haemolunii

C. haemolunii

C. albicans
C. albicans

C. albicans

C. neoformans

C. neoformans

C. parapsilosis | C. orthopsilosis
C. parapsilosis | C. orthopsilosis

C. parapsilosis C. parapsilosis

C. glabrata

108
109
110
111
112
113

114

115
116
117
118

119

120

121
122
123
124

C. albicans
C. albicans
C. glabrata
Candida sp
C. albicans

C. albicans

Trichosporon sp.

C. albicans
C. albicans
C. albicans

C. albicans

C.albicans

C. krusei

C.albicans
C.glabrata
C.albicans

C. tropicalis
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. albicans
. albicans
. glabrata
. glabrata

O o o o o

. albicans
C. albicans
Trichosporon

asahii
. albicans
. albicans

. albicans

O O o o

. albicans

O

. albicans

Pichia kudriavzevii

C. albicans
C. glabrata
C. albicans

C. tropicalis




35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. krusei
C. krusei
C. krusei
C. albicans
C. albicans

C. albicans

. albicans
. albicans
. albicans

. albicans

O 0O 0O o o

. albicans
C. krusei
C. krusei
C. krusei

C. albicans

C. albicans

C. albicans

80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. tropicalis
C. glabrata
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans

C. albicans

C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. tropicalis
C. glabrata
C. tropicalis
C. albicans
C. albicans

C. albicans

125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C tropicalis
C.albicans
C. tropicalis

C. albicans

C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans
C. tropicalis

C. albicans

60

Fonte: elaborado pelo autor (2022).
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ApOs avaliagdo dos dados, observou-se divergéncia de identificagdo em 5%
das amostras isoladas em nivel de espécie, sendo que nao houve identificacdo
contraria em nivel de género, considerando que a identificacdo de leveduras por
MALDI TOF MS tem se mostrado com sensibilidade de até 100% (CASTANHEIRA et
al., 2017; SANTOS JR et al., 2005).

Utilizando o teste de concordancia de kappa, segundo interpretacdo de
Landis e Koch, a concordancia foi considerada perfeita com kappa = 0,948 (95% de
intervalo de confianga entre 0,910 e 0,986), para ambas as técnicas utilizadas na

rotina laboratorial.

Dentre comparagdes metodolégicas, o sistema de identificagdo VITEK tem se
mostrado com bons resultados, com nivel de concordancia de 100% das espécies,
principalmente com relagdo a bactérias, enquanto que leveduras continuam
apresentando menor concordancia quando comparado ao MALDI-TOF MS. Um
estudo demonstrou concordancia maior que 99% para bactérias. A sensibilidade e
especificidade para identificacdo de leveduras vém sendo de 100% para MALDI-
TOF MS e 95,7% para o sistema VITEK, demonstrando também 6timos resultados
com concordancia kappa considerada excelente (k= 0,8 a 1,0) (GONZALEZ et al.,
2020).

Técnicas fenotipicas de identificagdo s&o limitadas quando comparado ao
MALDI-TOF MS ou a combinagdao de métodos, principalmente para espécies
filogeneticamente proximas. Para esses, a identificagdo pode se limitar a género e
necessitar de outros métodos para melhores resultados, como demonstrado em
nosso estudo. No entanto, a correta identificacdo de patdégenos mais comuns na
clinica estdo compativeis com outras metodologias aplicadas, atentando para outras
espécies de Candida sp, que devem ser levadas a um centro de referéncia para
correta identificacdo. Além dessa dificuldade, a cultura para fungos é mais demorada
e demanda maior sensibilidade do analista clinico, que somado ao crescimento lento
e exigéncias nutricionais especificas podem atrasar o tratamento e piorar o

prognéstico do paciente (XU et al., 2019).

C. parapsilosis sensu lato € um complexo geneticamente relacionado
composto por C. parapsilosis, C. orthopsilosis € C. metapsilosis. Esse complexo néao

€ possivel ser diferenciado por metodologias fenotipicas de identificagdo, uma vez
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que possuem mesma caracteristica morfoloégica, de crescimento e perfil de
assimilacdo e fermentacdo, para tanto, € necessaria uma técnica molecular para
diferencia-las. Com relagdo ao tratamento, todas as espécies tém se mostrado
sensiveis aos antifungicos disponiveis, mas ja é observado que C. parapsilosis
apresenta CIM mais alta frente a equinocandinas, sendo importante buscar a
identificac&do correta (CORREA, 2015).

A dificuldade na identificacdo de C. lusitaniae ja € conhecida e sua
importancia na clinica se da como patdogeno oportunista e com alto indice de
resisténcia a anfotericina B. Métodos manuais ndo sdo recomendados, uma vez que
poucos agucares, na assimilacido, o diferencia de outras espécies, e mesmo assim,
ainda pode ser confundido com C. famata e C. guilliermondii com perfis muito
semelhantes (NGUYEN et al., 2000).

O complexo C. lusitaniae é de dificil identificacdo por métodos manuais e
muito necessario por se tratar de espécies multirresistentes ja descritas na literatura.
Outro estudo relata que esse complexo pode ser falsamente identificada como C.
glabrata. O sistema VITEK pode identificar até 98% dos isolados, mas com algumas
limitagdes. O complexo é filogeneticamente semelhante e pode ser confundido com
C. auris, sendo recomendada a diferenciagéo pelo MALDI-TOF MS (RAMOS et al.,
2015).

E comum a identificagdo de Pichia kudriavzevii como C. krusei, uma vez que
se trata de espécies filogeneticamente muito préximas, principalmente se tratando
de meétodos convencionais. Mas torna-se de grande importancia sua correta
identificacdo, uma vez que seu tratamento tem sido realizado de forma diferenciada,
incluindo o uso de voriconazol (NAGARATHNAMMA et al., 2017).

A identificacdo de Trichosporon asahii em nivel de género ainda é suficiente
para um bom tratamento do paciente, uma vez que espécies desse género sao
resistentes as equinocandinas na maioria das linhagens. Destaca-se a importancia
do teste de susceptibilidade aos antifungicos para nortear a melhor terapia e avaliar
a epidemiologia local (SELLAMI et al., 2017; ALMEIDA JR et al., 2021).

Em métodos convencionais de identificagdo manual deve-se seguir a
nomenclatura de complexo do género Cryptococcus sp quando nao houver

diferenciacdo das duas espécies e mais de oito linhagens que o compde
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(Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii), sabendo que Cryptococcus
neoformans esta mais presente em individuos imunocomprometidos e Cryptococcus
gattii em imunocompetentes. Além dos meétodos moleculares, ja € possivel a

identificacdo por meios diferenciais (FENG et al., 2011).

Na pratica clinica, a identificagcdo correta do género e a realizagao do teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos fica sendo de suma importancia para a correta
terapia antifungica e melhor progndstico com relagdo aos servicos de apoio
diagnostico. Para além disso, a aplicagdo de metodologias moleculares se faz
necessaria para um bom estudo epidemioldgico local e consequente terapia

profilatica ou empirica quando necessaria.

5.3 Perfil de susceptibilidade aos agentes antifungicos

Todos os 135 isolados de fungos foram submetidos ao teste de
susceptibilidade aos antifungicos onde a leitura do halo foi resultado da média entre

as triplicatas (Figura 10).

Fonte: elaborado pelo autor (2022).
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A interpretacdo foi dada considerando S= sensivel, R= resistente, Rl=

resisténcia intrinseca e |=intermediario para cada espécie e antifungico testados

(Quadros 3, 4, 5, 6 e 7). As espécies que nao foram isoladas em ambos grupos

ficaram isentas de analise de significancia.

Quadro 3.-Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos ao fluconazol
nas fungemias (2015-2018) e coinfeccdo (2019-2021).

FLUCONAZOL
. Coinfecc¢ao
F”g%‘:g;‘ﬁgg”' (2019-2021) Total
Espécie n=51 resisténcia Valor de p*
R I S R Il S
n n n
n (%) (%) " (%) n (%) %) (%) " (%)
C. albicans 21 (81) - (159) 4(15) - (gg) 25 (48) < 0.0001
C. tropicalis  1(5) - (;g) 1(6) - (;2) 2 (6) 0,7564
9 6 **
C. glabrata (100 (100> T 15 (100) 1
H 4 *%
C. krusei ooy T - - - 4(100)
C. parapsilosis - = 180) -- - - --
C. B i 4 . L B
orthopsilosis (100) Isento de analise
C. lusitaniae - = 130) - - | - - pmsgg;(?guve
Cryptococcus _ _ 3 _ L _ semelhante em
neoformans (100) ambos grupos
C. haemulonii 4 (100) --  -- - - | - 4 (100)
Trichosporon 1
asahii N - - 100 - (50) 1(50)
Pichia
kudriavzevii - 1(100) — - 1(100)

-- dado numérico igual a zero* teste qui-quadrado entre os dois grupos. R= resistente; I=
intermediario; S= sensivel; **RI= resisténcia intrinseca

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

Considerando a droga supracitada fluconazol, obtivemos maiores fendtipos

de resisténcia, com maior concentragcdo no grupo de fungemias e na espécie C.

albicans, onde também houve diferenga significativa entre os grupos. A resisténcia

intrinseca para C. glabrata e C. krusei ja sdo bem estabelecidas (DOI et al., 2016).
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Quadro 4- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos ao itraconazol
nas fungemias (2015-2018) e coinfeccdo (2019-2021).

ITRACONAZOL
. Coinfecgao
F”’;%‘:g‘)'i g‘f 5 (2019-2021) Total
Espécie n=51 resisténcia Valor de p*
R | S R | S
0, 0, n n 0, n o,
n (%) n (%) %) (%) n (%) (%) n (%)
. 16 6 4 3 19
C. albicans 62) (23) (15) (12) 4 (15) (73) 19 (37) < 0.0001
. 4 4 1 1 12 3
C. tropicalis 514 < 0.0001
P 1) 1) (8 ) (75 (19) °UY
8 1 2
C. glabrata 89) (11) ~ (33) 4 (67) -- 10 (67) < 0.0001
. 4
C. krusei (100) - - -- -- 4 (100)
C. parapsilosis - 4 0 -- -- -- --
- parap (44) (56)
C. B 4 i B _ _
orthopsilosis (1(1)0) 5 Isento de analise
C. lusitaniae (7)) (83) T -- -- -- p0|si Q(z)alzdh:uve
Cryptococcus -- 2 1 -- -- -- -- semelhante em
neoformans (67) (33) ambos grupos
.. 4
C. haemulonii ~ 100y T T -- -- --
Trichosporon . . . . 1 ) .
asahii (100)
Pichia 1
kudriavzevii N - (50) 100) - 1(50)

-- dado numérico igual a zero* teste qui-quadrado entre os dois grupos. R= resistente; |=
intermediario; S= sensivel; **RI= resisténcia intrinseca

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Para o itraconazol, pode-se observar diferenga mais expressiva entre os
grupos. O fendtipo de resisténcia continua predominando para as fungemias. No
total de linhagens analisadas, houve maior numero de halos interpretados como
sendo de resisténcia e intermediarios, se destacando maior resisténcia para as

espécies C. albicans, C. glabrata e C. krusei.



66

Quadro 5- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos ao voriconazol
nas fungemias (2015-2018) e coinfeccdo (2019-2021).

VORICONAZOL
Fungemia Coinfeccgao
(2015-2018) (2019-2021) Total
Espécie n=84 n=51 resisténcia Valor de p*
R I S R I S
n n o n n o o
o) (%) " ) @) "0 0
C. albicans 2] 5(19) A 22 95 (48) < 0.0001
' (81) (15) (85) '
. 18 2 14
C. tropicalis 1(5) (95) (13) (87) 3(9) 0,0481
3 1 3
C. glabrata (33) (11) 5 (56) (50) 3 (50) 6 (40) 0,0027
. 1 1
C. krusei (25) (25) 2(50) - - - 1 (25)
. 9
C. parapsilosis  -- = (100) T T -- --
I 4
C. orthopsilosis  -- = (100) T T -- --
Y 6 Isento de anadlise
C. lusitaniae -7 @o0) — T 7 - pois ndo houve
Cryptococcus _ _ 3 L _ _ isolado semelhante
neoformans (100) em ambos grupos
.. 4
C. haemulonii - = -- 100y ~ - -
Trichosporon 1
asahii T T T (50) 1(50) 1(50)
Pichia . . . | 1
kudriavzevii (100)

-- dado numérico igual a zero* teste qui-quadrado entre os dois grupos. R= resistente; |=
intermediario; S= sensivel; **RI= resisténcia intrinseca

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Voriconazol fica sendo restrito ao uso por ser considerado uma droga de
reserva, constituindo uma das ultimas op¢des terapéuticas para infecgdes fungicas.
No entanto, ja € notada presencga de linhagens resistentes a esse farmaco em nosso
estudo, principalmente para o grupo das fungemias e a espécie C. albicans. Dentre
0s azois, foi a droga que apresentou menor perfil de resisténcia, se destacando para

as demais espécies de Candida sp.
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Quadro 6- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos a anfotericina B
nas fungemias (2015-2018) e coinfeccdo (2019-2021).

ANFOTERICINA B

Fungemia
(2015-2018)
Espécie n=84
R | S
1) n 0
n (%) (%) n (%) (
; 26
C. albicans - = (100)
S 19
C. tropicalis - = (100)
9
C. glabrata - = (100)
; 1
C. krusei (25) 3 (75)
I 9
C. parapsilosis - = (100)
C. N N 4
orthopsilosis (100)
o 6
C. lusitaniae (100) -
Cryptococcus . N 3
neoformans (100)
.. 4
C. haemulonii (100) -
Trichosporon B B 3
asahii
Pichia 3 3 N
kudriavzevii

Coinfecgao
(2019-2021)

R

1(6)

n=51

n n
%) (%)
1(4)

S

n (%)

25
(96)
15
(94)
6
(100)

(100)
1
(100)

resisténcia

Valor de p*

Isento de analise
pois ndo houve
isolado semelhante
em ambos grupos

-- dado numérico igual a zero* teste qui-quadrado entre os dois grupos. R= resistente; |=

intermediario; S= sensivel; **RI= resisténcia intrinseca

Fonte: elaborado pelo autor (2022).
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Quadro 7- Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de fungos a caspofungina
nas fungemias (2015-2018) e coinfeccdo (2019-2021).

CASPOFUNGINA

Fungemia Coinfecc¢ao
(2015-2018) (2019-2021) Total
Espécie n=84 n=51 resisténcia Valor de p*
R I S R I S
o n o o n 0, o,
N (%) () N (%) N (%) gy n(%)  n(%)
. 26 25
C. albicans - = (100) 1(4) - (96) 1(2) 0,9172
. 19 15
C. tropicalis -- ~ (100) 1(6) - (94) 1(3) 0,9197
9 6
C. glabrata -- = (100) T = (100) -- 1
; 4
C. krusei - = (100) T - - -
o 2
C. parapsilosis (22) 7(78) -- -- -- 2 (22)
C. _ _ 4 _ _ _ _
orthopsilosis (120) Isento de analise
C. lusitaniae -- ~ (100) -- -- -- pois nao houve
Cryptococcus 3 isolado
nt?c/)?ormans (100) -- -- -- -- 3 (100) semelhante em
4 ambos grupos
C. haemulonii - = (100) - - -
Trichosporon 2
asahii - T 7 ooy — 7 2000
Pichia . . . . . 1
kudriavzevii (100)

-- dado numérico igual a zero* teste qui-quadrado entre os dois grupos. R= resistente; |=
intermediario; S= sensivel; **RI= resisténcia intrinseca

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Anfotericina B e caspofungina apresentaram maior perfil de sensibilidade
comparado aos azois, nao existindo diferenga significativa entre os grupos
estudados. Para a anfotericina B, todos os estudos tém demonstrado linhagens de
C. lusitaniae totalmente resistentes, ainda sendo avaliada a sua resisténcia
intrinseca ou n&o a essa droga (ARENDRUP., 2013).

A partir dos dados tabelados, pode-se observar que houve diferencga
significativa (p < 0,05) entre os grupos quanto ao perfil de resisténcia de C. albicans

frente ao fluconazol; C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata frente ao itraconazol; e C.
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albicans, C. tropicalis e C. glabrata frente ao voriconazol. As demais espécies nao

foram isoladas em ambos grupos.

A resisténcia de Trichosporon asahii frente a equinocandinas ja € conhecida
na totalidade de isolados, como no presente estudo, ndo sendo recomendado para
tratamento. Seu potencial de resisténcia frente a anfotericina B também ja vem
sendo estudado e reportado. Frente aos azois, o fluconazol € o menos eficaz e o
voriconazol é o mais recomendado na clinica (SELLAMI et al., 2017; ALMEIDA JR et
al., 2021).

A identificacdo de C. haemulonii € necessaria, pois trata-se de uma espécie
considerada multirresistente, com falha terapéutica ja demonstrada as drogas
anfotericina B e as da classe dos azois, o que também corrobora com os achados
atuais do estudo. Além disso, o complexo C. haemulonii € composto por C.
pseudohaemulonii e C. auris, que também sao multirresistentes. Em um estudo
brasileiro, foi possivel avaliar o mesmo perfil apresentado em nosso estudo, onde 12
linhagens testadas apresentaram resisténcia a anfotericina B e ao fluconazol em sua
totalidade, 3 isolados considerados intermediarios ao itraconazol com os demais
resistentes, apenas 4 isolados sensiveis ao voriconazol e todos sendo sensiveis a
caspofungina, tornando-a a melhor opgao terapéutica para essa espécie (RAMOS et
al., 2015).

C. lusitaniae tem se caracterizado por apresentar desenvolvimento rapido de
resisténcia frente a anfotericina B, com dados de isolados 100% resistentes, como
em nosso estudo (NGUYEN et al., 2000; ARENDRUP, 2013).

Nota-se que para os azois testados, houve maior fendtipo de resisténcia nas
espécies isoladas de infecgbes hematogénicas (72%), enquanto para anfotericina B
e caspofungina houve maior indice de sensibilidade nesse grupo (97%). As demais
espécies de Candida sp foram sensiveis aos antifungicos testados, onde também se
concentraram maiores valores de halos interpretados como intermediario (cujos
valores de concentracdo inibitéria minima encontram-se proximos a concentragao

sérica maxima obtida pelo antimicrobiano).
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Grafico 1- Perfil geral de susceptibilidade aos antifungicos das espécies de fungos

isolados.
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Fonte: elaborado pelo autor (2022)

A partir dos dados gerais de ambos o0s grupos, observa-se maior
concentracdo de fendtipos de resisténcia na classe testada de azois (itraconazol
29%, fluconazol 27% e voriconazol 27%), seguido de caspofungina (7%) e
anfotericina B (5%) (Grafico 1), demonstrando que os azois podem ser menos
eficazes no tratamento empirico. As resisténcias intrinsecas ja conhecidas estao
concentradas no fluconazol, enquanto que para anfotericina B ainda existem
divergéncias para a espécie C. lusitaniae. Os representantes das classes de
polienos e equinocandinas foram os que apresentaram maior sensibilidade, seguida

da segunda geracéao de azois, voriconazol.

Do total de 135 amostras, 68 (50,4%) delas apresentaram resisténcia a pelo
menos um antifungico, sendo que destes, 21 (16%) eram resistentes a apenas uma
droga. A expressao de resisténcia simultdnea a duas drogas testadas ocorreu em 17
(12,5%) dos isolados e a trés drogas em 27 (20%) dos isolados. Espécies fungicas
resistentes a quatro drogas foi igual a uma (Trichosporon asabhii, sensivel somente a
anfotericina B) e a todos os antifungicos testados igual a duas amostras (C. albicans
e C. tropicalis), sendo esses isolados provenientes de individuos com coinfec¢ao na
COVID-19 (Quadro 8).
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Amostras que se apresentaram resistentes a pelo menos duas drogas nao
tiveram resisténcia a caspofungina, 26 (19%) isolados tiveram resisténcia frente a
todos os azois testados, ou seja, alta resisténcia frente a essa classe.

Quadro 8- Distribuicdo dos fendtipos de resisténcia aos antifungicos selecionados
para o estudo.

Numero de isolados

Fendtipo de Resisténcia

N %
FLU 5 3,7
ICZ 3 2,2
VO 1 0,1
AMB 6 4,4
CAS 6 4,4
FLU VO 7 5,2
FLU ICZ 7 5,2
FLU AMB 3 2,2
FLU ICZ VO 26 19,3
FLU ICZ AMB 1 0,1
FLU VO AMB 1 0,1
FLU ICZ VO CAS 1 0,1
FLU ICZ VO CAS AMB 2 1,5

Legenda: FLU (fluconazol); ICZ (itraconazol); VO (voriconazol); AMB (anfotericina B); CAS

(caspofungina). Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Resisténcias frente a equinocandinas e anfotericina B sdo consideradas raras
no Brasil e na América Latina, enquanto ja é notado o aumento das resisténcias

frente a classe dos azois (DOl et al., 2016).

A resisténcia ao fluconazol foi encontrada em 37,4% das amostras, numero
muito superior comparado a literatura, que testou apenas essa droga em isolados de
Candida sp em uma unidade hospitalar de Sao Paulo no periodo de 1994 a 2004,
com 2,47% de resisténcia relatada (WILLE et al., 2013). A literatura aponta que ha
correlagdo entre o aumento da prescricdo de azois e aumento de resisténcia aos
antifungicos em geral e de isolados de outras espécies de Candida sp (RAMOS et
al., 2015).

Um estudo levantou dados de 205.329 isolados clinicos de leveduras em 40
diferentes paises em um periodo de oito anos e meio para demonstrar o perfil de
resisténcia frente ao fluconazol e voriconazol a partir do método de disco-difusdo,

como em nosso estudo. Verificou-se que 90% dos isolados foram sensiveis ao
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fluconazol e cerca de 95% ao voriconazol. Os dados foram levantados até o ano de
2005, logo nosso estudo vem demonstrando aumento de linhagens resistentes nos
ultimos anos. O estudo ainda relatou aumento na prevaléncia de outras espécies de
Candida sp e com consequente perfil mais resistente ao longo dos anos estudados.
E notado que ha uma correlagdo na crescente de resisténcia, uma vez que o
aumento de linhagens resistentes ao fluconazol tem levado a aumento na resisténcia
frente ao voriconazol, outros azois, bem como outras classes de antifungicos, fato

que pode ser observado também em nosso estudo (PFALLER et al., 2007).

Ao mesmo tempo em que novas moléculas antifungicas foram sintetizadas
com o objetivo de tratar infecgbes fungicas, como o voriconazol, droga de ultima
escolha e a classe das equinocandinas, ja se observa também o aumento de

resisténcias inclusive para novas drogas (ARENDRUP, 2013).

O primeiro relato de resisténcia ao itraconazol se deu em 1997, e desde
entao, até 2009, a taxa aumentou de 2,5 para 20% em alguns paises. Comparagdes
feitas entre dois paises demonstraram que o uso de itraconazol no setor de saude
primaria levou ao aumento de resisténcia a classe dos azois, impulsionando a
selecdo dessas linhagens e aumentando o numero de infecgdes por outras
leveduras oportunistas. O uso profilatico e indiscriminado de itraconazol também
pode estar associado a resisténcia ao voriconazol e outros azois, segundo
observacgao ao induzir resisténcia in vitro (ARENDRUP, 2013; GONCALVES et al.,
2015).

O amplo espectro de acao da anfotericina B ja € bem conhecida, e a baixa
taxa de fendtipos de resisténcia relatadas na literatura faz dele padrao ouro e uma
otima opgao terapéutica, incluindo para fungos filamentosos. Apesar disso, a cautela
deve ser mantida quando se trata de exposigdo desnecessaria a essa droga, uma
vez que ja se observa perfis de resisténcia, incluindo CIM cada vez maiores,
demonstrando uma correlagao positiva para selegao de linhagens resistentes que ja
chegaram a 27% para algumas espécies, principalmente C. albicans, C. dubliniensis,
C. glabrata, C. krusei e, em especial, C. lusitaniae com até 100% de resisténcia,
como em nosso estudo (ARENDRUP, 2013; GONCALVES et al., 2015).

No presente estudo € possivel avaliar que individuos com infeccao

hematogénica estavam internados ha mais tempo antes da fungemia, e com isso a
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exposicao do paciente ao ambiente hospitalar propiciou a infecgdo por linhagens
mais resistentes que aqueles individuos provenientes da comunidade com COVID-
19, que vinham a ser internados sem histérico pregresso de internagcdo prolongada
ou ainda possuiam comorbidades e fatores de risco diferentes dos demais

individuos.

Uma das formas de adquirir resisténcia estd na exposi¢cao prolongada do
microrganismo a droga de escolha, no entanto, com o uso de antifungicos restrito ao
fluconazol, anfotericina B e amicafungina, vale destacar que fenétipos de resisténcia
apresentados as demais drogas podem ser resultantes de prévia exposicdo dessas
linhagens a essas drogas em algum momento. Considerando o conceito de Saude
Unica, vale ainda destacar que para infeccdes de origem enddgena pode-se avaliar
a preexisténcia dessas linhagens na propria microbiota, e consequentemente, levar
em consideragao o estilo de vida do individuo (PFALLER et al., 2007; ARENDRUP,
2013; GONCALVES et al., 2015).

Com relagdo ao sitio de infecgdo, nota-se maior resisténcia relacionada a
isolados de corrente sanguinea, seguido de trato urinario e trato respiratério,
respectivamente. Isso pode se dar devido a forma de administracédo e a distribuicao
do farmaco no organismo, bem como a resposta organica frente ao tratamento; além
de buscar o sitio primario de infec¢ao e anterior exposicdo a mesma droga ou classe
(PFALLER et al., 2007; ARENDRUP, 2013; GONCALVES et al., 2015).
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5.4 Correlacao teste de susceptibilidade aos antifungicos, tratamento e
desfecho clinico

O total de 135 isolados foram provenientes de 86 individuos que receberam
antibacteriano, fluconazol, anfotericina B e/ou amicafungina como tratamento, seja

profilatico ou empirico (Grafico 2).

Grafico 2- Casos de infec¢do fungica de acordo com os antimicrobianos utilizados.
Vale destacar que todos os individuos receberam tratamento antibacteriano.
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Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Na maioria dos casos, o uso de antifungicos € realizado de forma empirica
seguindo a terapéutica proposta em protocolos e pelos quais seguem a
disponibilidade de medicamentos e o Formulario Terapéutico contendo a
padronizagao dos antifungicos definidos por instituicdo. Para acao sistémica, sao
citados: anfotericina B injetavel e fluconazol (capsula, injetavel e suspenséo oral),
podendo, a critério e disponibilidade, ser adquiridos cetoconazol comprimido,
itraconazol capsula, micafungina injetavel, voriconazol comprimido e injetavel e

anfotericina B lipossomal injetavel.

Os principais antifungicos utilizados no manejo terapéutico dos individuos

neste estudo foram: fluconazol (20%; n=27) e anfotericina B (7,4%; n=10), seguido
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de anfotericina B e fluconazol associados (3%; n=4), sendo ainda identificados casos
em que amicafungina foi administrada (2,2%; n=3). Além disso, em 48,8% dos casos
foram usados apenas antibacterianos, podendo estar relacionado ao tempo para
obtencao de cultura positiva para fungos, bem como a identificagdo do mesmo, além
de ser observado individuos que tiveram oObito antes mesmo de uma possivel
positividade da cultura e a identificagcdo dos fungos. Vale destacar que todos os
individuos estudados receberam antibacteriano, seja com objetivo profilatico seja

como intervencao terapéutica no combate a infecgao bacteriana.

Dentro do grupo estudado, houve coinfecgdo bacteriana em 69% das
fungemias (n=29) e em 43% dos individuos com COVID-19 (n=19), totalizando
55,8% dos individuos (n=48), justificando o uso de antibacterianos para a maioria

dos casos.

Um estudo canadense demonstrou que o fluconazol é a droga mais utilizada
para tratar infecgoes fungicas, seguida de equinocandinas, voriconazol, anfotericina
B e combinagao de drogas, sendo que a maior parte dos individuos nao chegaram a
receber terapia antifungica. O tratamento antifungico varia de acordo com a regido
geografica e protocolos especificos preestabelecidos, como nos Estados Unidos,
onde a anfotericina B foi a primeira escolha terapéutica durante muitos anos
(HAIDER et al., 2014).

Um levantamento na base de dados da Prospective Antifungal Therapy
Alliance (PATH) demonstrou que o fluconazol foi o antifungico mais administrado até
2008, seguido de caspofungina, micafungina, anfotericina B e voriconazol,
respectivamente. Também foi demonstrado que o uso de fluconazol é mais
frequente para infecgdes causadas por C. albicans, voriconazol e anfotericina B para
C. krusei, equinocandinas para C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Segundo a
Sociedade Americana de Doencas Infecciosas, o tratamento antifUngico deve ser
realizado de acordo com a espécie fungica isolada e identificada (HORN et al.,
2009).

No total, o numero de individuos com desfecho 6bito e que apresentavam
infecgdo fungica foi de n=62 (67%), sendo que para o grupo com infecgao

hematogénica por fungos a taxa de mortalidade foi maior (74%) do que o grupo com
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infeccdo fungica em sitios diferentes e que foram positivos para COVID-19 (61%)
(Quadros 9 e 10).

Quadro 9- Demonstragdo de individuos com seu respectivo tratamento, perfil de
sensibilidade ao antifungico administrado e desfecho das fungemias (2015-2018).

Fendtipo
Tratamento Resistente Sensivel
Obito (%) Alta (%) Obito (%) Alta (%)
Fluconazol 11 11 16 7
Anfotericina B 2 0 9 5

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Quadro 10- Demonstracao de individuos com seu respectivo tratamento, perfil de
sensibilidade ao antifungico administrado e desfecho das coinfec¢des fungicas
(2019-2021).

Fenétipo
Tratamento Resistente Sensivel
Obito (%) Alta (%) Obito (%) Alta (%)
Fluconazol 4 4 12 0
Anfotericina B 2 0 4 8
Amicafungina 0 0 5 0

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Considerando a definicdo, no total houve uso assertivo de antifungicos em
n=30 (32%) dos individuos, os demais tiveram apenas antibacteriano (n= 49) 53%
administrado como antimicrobiano durante o tratamento ou foram administrados

antifungicos contra linhagens que expressavam fenotipo de resisténcia. Dentre os
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individuos que receberam somente antibacteriano, houve 6bito em todos os casos

de fungemia.

Dentre os individuos que apresentaram fendtipo de resisténcia (n=14), o
desfecho foi de 6bito em sete individuos (50%). Ao analisar a correlagdo entre
antifungico administrado, expressao fenotipica de resisténcia e desfecho O6bito
através da analise de ANOVA e Bonferroni, houve diferenca significativa quando
utilizado fluconazol em individuos com espécies resistentes a droga (p < 0,05), para
as demais correlagdes nao houve diferenga significativa (p = 0,05). No entanto, para
o desfecho o6bito ndo houve diferenga significativa entre as trés variaveis (p =
0,7066).

As analises realizadas demonstraram que houve uso de antifungicos para
tratar infecgdes com linhagens resistentes a droga administrada, podendo agravar o
estado do paciente, principalmente o uso indevido de fluconazol, onde se concentra
a maioria dos fendtipos de resisténcia. No entanto, o desfecho 6bito esta mais
relacionado a todos os fatores de risco do paciente, somado a terapia incorreta, que

o torna mais critico e propicio ao 6bito.

Estudo de susceptibilidade aos antifungicos ndo encontrou correlagao entre o
tratamento e a mortalidade dentro de sua amostragem, mas a mortalidade aumentou
quando nao houve terapia antifungica e diminuiu quando houve tratamento empirico
por equinocandinas. Assim, sugere-se que trés principais fatores estdo envolvidos
no prognostico: quao grave € a doenga de base e fator de risco, a patogenicidade do

microrganismo e a susceptibilidade e escolha terapéutica (ARENDRUP, 2013).

A taxa de mortalidade em individuos com infecgcao fungica invasiva varia de
35% a 83%. O bom prognéstico esta diretamente relacionado a identificagdo correta
do foco infeccioso, o conhecimento dos fatores de risco, suspeita clinica precoce do
caso, que levam ao inicio de testes diagnosticos, tratamento preventivo ou empirico
segundo aspectos epidemioldgicos conhecidos. Ha dados que parecem néao levar
em consideracdo a correlacdo entre metodologia diagndstica e a recuperagao do
paciente (HORN et al., 2009).

A maior taxa de mortalidade por infecgéo fungica ja detectada no Brasil foi de

72,2%, considerada superior aos numeros do hemisfério Norte, sendo que todas
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estdo acima de 50%, valores elevados e semelhantes ao presente estudo. Essas
altas taxas podem ser explicadas pela propria condicdo de doenga severa do
paciente, hospitalizagcdo em UTI, diagndstico tardio da infecgao, e desconhecimento
da terapia e manejo correto, como por exemplo o uso de fluconazol em vez de

equinocandinas (DOl et al., 2016).
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6 CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram que o aumento no uso de antifungicos tém
culminado no aumento de linhagens multirresistentes, se destacando a classe dos
azois, incluindo as novas drogas de ultima geragdo e a classe dos polienos e
equinocandinas, bem como o aparecimento de outras espécies de Candida sp.

A realizagcdo do teste de susceptibilidade aos antifungicos bem como a
correta identificagdo do agente etioldgico se fazem necessarias na pratica clinica
para correta terapia antifungica e o bom prognéstico do paciente. O estudo
epidemioldgico local torna-se importante para a correta conduta no tratamento
empirico desses individuos na auséncia destes testes, atentando para o uso de

equinocandinas para melhor evolugéo clinica na populagao estudada.

As espécies de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis sdao 0s mais
prevalentes em ambos os grupos estudados, com expressdao maior de fenétipo de
resisténcia em linhagens isoladas de infecgcdes hematogénicas, se destacando a

resisténcia frente ao fluconazol.

Houve diferenga significativa entre o grupo de individuos com e sem COVID-
19 quando avaliadas as idades, os fatores de risco, o uso de antimicrobianos e as
espécies isoladas, se destacando maior diversidade e maior fenétipo de resisténcia

no grupo sem COVID-19.

O desfecho 6bito esta mais relacionado aos fatores de risco e o estado do
paciente, somado a terapia incorreta, que o torna mais critico, aumentando a taxa de

mortalidade nestes individuos.

Foi demonstrado que houve correlagdo ao associar o uso de fluconazol em
linhagens com fendtipo de resisténcia e o desfecho 6ébito, alertando para o uso

indiscriminado de terapia empirica e a necessidade de testes laboratoriais.

Espera-se com esse estudo demonstrar a importancia de conhecer a
epidemiologia local, bem como a implementagdo de testes laboratoriais na rotina

clinica que direcionam o correto tratamento antifungico.
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Faz-se necessario o estudo do desenvolvimento e aparecimento das
linhagens resistentes levando em consideragdo o novo conceito de Saude Unica,

bem como entender os mecanismos de resisténcia envolvidos nesse processo.
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O 5r. ja] esia sendo convidado (3] comed ol ensirs ja) 8 par dpar da pesouiss 'I:ﬂﬂlFEl::l;ﬂE,
BACTERIANAS E FLINGICAS, ASSOCIA0AS & PACIENTES OOM DEAGNOSTICOD DE CORDMAVIALS
(COVID- 9] INTERNADOS EM HOSPITAIS DE UM MUNICIPIO DA ZONA DA MATA MINERA:
ASPECTOS CLINGODS, MECROBIDLOGHODS E EFIDEMIDLOEGICDS®.

Hesta pesquisa predendemos avallar infeopbes idngicas & Dacherianas om packsnies Inberm@dos
&m hospiai de fulr de Fara oen diagnotico de COVID-19. Senl o availados of aspechos dinkoos,

mioobickdgicos & epidemiologicos dos padentes rom @ finaSdade de avallar posshels
coereiaghies de gravidade ¢ agravamento do quadno da COSIE-19 nelad pnado 3 coinferpies.

Dt acondo come os Srgdas inernaci onais de satde, investigacies direcionadas 20 entendimanto
dos fatores erwolvidos no agravamenio g gravidade da COWID-159, considerando. aapechos
dinicos, mioohickdgioos ¢ epedemiclogcos, deverda contribesr paa melhor manejoc dos
padentes & identificacio de fatores de risco asociados a malor grinddade da COAVID-19,

Esses confwcimenios pocerio comiribolr o susc @ disoussbes soboe o omva ke man o de: fatores
A5E00M o 30 Agravamenio da COVID-1S. Aldm oesea, of resesliados poderda gear indicagores
2 LETTM A0 R0 manejo o predscio oe fatores do risco associa dos a3 COWVID-15

Para este esiuda esido sendo recretados indlvduos de todas as falas eiEnas o ambos 05 SeRos
recrufasos om hospitas do meinidpio de fuls de Fora = MG mom diagnasson ooafirmado pam
EAR%.C0Y. 2 om esiado grave oue apresenbeen coinfiecgies baciprianss e ou ngecas.

s Conctderando-se 06 rsoos envvwendo pesguen oom seres huemanps, o aoonda Com o
precon ado peda egisiacio wigente (nrsodacSin 466713 dio Cordsien Nadonal e Sadde],
o eiuho & classificado COATED O risco minimo, o 8, o proed manio nao acaeretard
NEC0s EIra oF pariicl pantes, malones o0 Que aquees a5 guass Etariam 6 posng na s
o

s Eventais descondforoos fsions ou emocionaés serdo minimiados, uima v que o5 dados
dinicos & mpidemiologicos serdo cbtidos deetamente do prontudrio médioe de atordo
(o & anuslncia do panticpante, ELprEsEa neshE TEMO & a8 amosrras o boctérias nifow
fmgos avaliadas sevdodgueias [ isofadas 3 partir de odiues de moting ealiacdas peioe
laborattrin de 2ndl wes cindcas do hogpital,

& Parz pariicpar da pesdgeiis o 9 {a) o ter nenhum oo, nem receberd gl gueer
vantapem finaneia Tem o ssdansdmento sofve o estude em qualgier aspecio qoe
desajar & estard Oy parg particpar ou eousar-se 3 parmcipar. Podera rebar seu
COAEREST el O SViTTomper @ part Kipacdo 4 Quasqusr momenic. & Wia parcicipacao
t solunGina B 3 wEa necusa o partcipar no acametard qualquer ponaidade ow
aeragdo na forma om e & Jiendida pelo posguiador, guo A 3 Ss dendidada
Coin Daciisss profissionals de sagilo.

# O rendftados il sud pesguisa estarka 3 sua disposicio guanda finalimda. Seu nome ou
0 material que indique 3 wsa partid pacdo ndo sera liberado sem a3 @ parmissdo & ola)
Sr. fali mda serd identficado em nenkuma publicaegiio que posaa resutiar
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EstE IPmnin b Consen i masin ENCOmra-48 IMpreLsn Sn ouds Was, Wni Que ma copa el
arguivada pelo pesquisador responsdyel. no Instiuto de Oéndas Bioldgicas UFEF Setor de
Microbindogia ¢ Dutra serd fornecics ao senhor () Os dados & instrumenios utiliradas na

pesoiEe fcardo arguivados oom o pestusador responsivel por um pencda de 5°|cincod anos,
£ afdis e 1T werd o destrukdns.

Eu, ;- poriadar do documento de
identidade fui Eformado do chietivo da pesguica 'III-H-'EEI;l'.'!EQ.
BACTERIANAS E FUMGICAS, ASSOCIADAS A FACIENTES COM DIAGHOSTICD DE CORDMAVIRLS
[COVED- 19} INTERNADDS EM HOSPITALS DE UM MUNIOIPMID DA ZONA DA BATA MINERA:
ASPECTDS CLINICOS, MICROBIDLGEN D5 E EPIDEMIOLOGIODS®, de maneira clar ¢ dotathaca
¢ esclareci minhas dividas. Sel gwe 3 quaiguer momenio padensd salicotar novas indormagies o
mosddicar minha decisdo de participar == assim ORI

Dedaro que conoondo eme participar. Aeoehl uma copla oeste termo de coreniimesho o e
esclarecidoe me fof dada a oporiunidade de ler e escarecer minhas disddas.

e de Fora, e de 30

MO Assinabura particpante Data
i ASSINADUTS DO SOLESI0T Daita
Hodmee Assinatura tesiemrrinha Data

Em caso de disidas, com respeito oo aspectos dticos desta pesoosa, vool PO COfsLs b

CEML LFIF = COMITE DE ETICA FM PESOLUISA COM SERES HUMANDS D SOSFITAL UNGERSITARD
Dus LIFEE

HL& CATLED BREMTGLIER], S/NE - SESAT: SANTA CATRENA,

IUIE DE FOeA - hh CEF: 360685130

FORRE: 335 $00e0-SAET E-MAIL: mp. el ulf adu b

PESOUISADDAS RESPFOMSANEL: FRANCTS BADREIRA BORGES
DEPT O DE PARASTOROGLA, MaCRDERIG0GE E I RDLDG1S
ICEF LIMYERSIDADE FEOERE] OE ST DE ROEW,

RLis JOEE LOURERGD EELMES S/M9 - CALIPUS UMIVERSTARID
BAIRRC: MASTELDS - CEFIEAE-3H) = ILAT D FORA = MG
E-PAiL: draesis beoegmu® uljT inlu T
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Dands 00 PROJETD DE PEECLISA

Thula da Petausss’ ConTlecobes. batlananas ¢ Wogicas, sedciedad & pacianimd oom dugndsdco oa
Consfiiing [OOVID-18) imamades am Roadiak oo um muncioo do Dona da Mais
fehirsira. SE00000S CHneos. MeCrobed oot & odermnhd] kit

Pasguisador: FRANCIS WIREIRA BODAGES

MArua Tamddica: A Ciiio oo CEP

Varsdo: 3

CAAE: RISTIARIA.DI00 S13%

SN do Proponania: LINWVERSIEWDE FEIERAL DE JULE TE FORA UFF

Pairotinddor Principal Franol@mesio Props

CanidE 30 FARECER
MEmsrn oo Pance 4.134.574

Asvesaniagdo do Projso
Riesmia.

& COVID-1D d wms Soonia Celmads pato ooy iue SARS-CoV-2, que sprasdiila o guaaro oimco gua
walis g8 feng it G inhemaice & muadnt repiaidred graves. Relaiada no 1eal de 300 em Wshan,
Chifia, GBSl Bk, SrEmaTminoi-sa amipkamlels e CRing & m . & Maocks o pessied nfeohid
om & COVID-10 S Sifeomal leves ol fenhum Snloma, ma agumas feam gravomanis dosnles @

Mo, O eniomas podam inclur lebie tiges @ laio de o Confecgbes Wm eido olaades am addios
ifeciados oM EARE-CON.-3 Fiilirddas & LTI nok heeins 0o w8ios faets lavahds o makoda @ Ghi,

Os lipos de Nkl vWirsram anine prmonis bacersns oo Mngca, eumonks com bGaclo emis &
bt D WG S0 Fets uiindog, o dus Madne Chukeds Pl MeCiie]) an Wtk aiemenng: nes eteries &
el ancs. Em oonolislio. 8 feoitalidedo o pocsEriis Ok Loon phermdeia pof SBRE-Coy-3 & aia
A gravideds da preumois por SARS-CoV-Z epreenis grands preseds pald o utdeses hospladoes oa
i Sl OF PO, G0 Bl S Maed OSSO Pl Odi MEnlFE0E SohByii i . SSEim milaho- o
nletpies: eoEmanas o fifgicas Gud oompizam com & OOVED-10 aai3o sands oo pof piofs Eones 36
taiite dit dwerias pamies 90 mMuRdo. Ponamo. el Hoetdiiid enimoaans OF JMph ESpelnd paia
ralkdd pacwimiid oom & COVID-1D graswimies

, nderegne  Fics Cadse Deyvigiisn oim

Beima: Sorin Cmwrina TEP: M- iD
L G Menicipicc  JANT DC FORA
Tulwlona:  27SIEEE2IT Emmil oo il i

e il ] DN
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RS, [ kT
arm UM O ofo gonireizado de aniimecrobsies 4 Snplo & pholnd &if paasivies oom & DOVID-1S am

edimdo grave pode DIomdwar O SWgIBams do mais resisdacis o Givimiorobi e & RoRpRaEE. ASEim,
oy G O prERaitd MHOManll @uElPm ruios realns na erars apadsantEndo @

Tk e O S CATRIIRTIERoaE chritan. MicrohiddOeas O epdd il O0idd das ooindec i am DRl
oo COVIO-10, WPne-ed PeoEisad O o0l Bcimints Sobiie 8 EokiAcE MEssas 0o @ COWID-* paa
iralhiy dalPeaminio 48 arad]les & pravani@ns & TalEmeds Shes packiitie,

[l DOHTHD 0 RO TOE STl 00 O Mmool Reamlvled S0d Snlirmoirisanos disponWee pam e
Espofa-ge god O dhiuds avaliands as mracterisboes dineas, micobekbgicns o epidarrdokigioas daa
coinlaipbis @n patiavies com COVID-19, psa gorar iMemailes gusl poosEan

COibT para & conlnghs o8 benood de dades porn YRREncia apedemioligon podendo serdlr da baks
P EODis SRR ICEE QU VST MINHTIEE O MEC0S O coniTénthl i nhecpld uraila O pRocEsEs o0
nleETiaghc, @M ob MNmZEr o mpeso di feichiE oDOMUS LTS hariafianas

B Mingeas em pacionies obm diagdeton para COVIDLTE & aviar o sapmento oo nfecples neaconsdas A
et a Sl de P Doapiiae akbim e Sedlar nd e iReaEnhs § LT O e die monalianes da DOWID.
1@

Husdusic:

Cotnfecpdas Baotan e akou MINjcal a0 Tes MOrsdek: pakl gr iaiahiin das hepbel pald wines SASE.
ot i msain mdacioiaia a0 sunents da monaidade.

Wtk s Propocla

Otieosis das Linhagens bacleranas & fngicas oa Colqlo 0o Cultras 008 Labotmboos. Send mantioa
UNa CORG0 Oi MHCTIIGANSMOS (INagens e Darénas & o lungos| coddos dus CoNes & LUDTES 6
FRCIOTRTEETIOS 006 lAbOnIionos o andiises nicas dos Toepilals Pamipantis gue MWia0 smaceradas
bieriapesiltes, ne CEMIC — ICB - UFJF, 08 acofdo com o

gt datarming a Aesslugdo n* 34011 da Consalie Nationsl da Sadde, tom o cbjelo de realizagdo B
AT OGUIMILCE- RGOk Pl 0NTITEN S0 OF faIDIns 8 Wiboca o 0o suscopttdadade 0
WilIe @ dioges apbmcictianes 08 orRéos parn SHogho 008 MICTOIgInisTos QU 5010 U3t ra
PrEguUAE E5180 DEBITios oo Bem Crbdrs St rehado ¢ e delEmeats

Endmreger  Nos Cenes levigies o™
Oairrm: Sois Caas P 38 -1 4D
L REC Manicipsox  JUED OC PP

Telsloss: (354005520 T Crmit cag sl adu &

s ] i W
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palas DAFRCIGrEIDaS 06 PRolETTiED 000 Quall Joram soladol O WS HYanEmol 8 part o Smoslras
GO ROE AT o SNAlsEs SR 65 Nesplls paMmCpanie. A% Sn0STEE Bkbaias ook
(PRI VIEE, PO Sl ST, UIEnE g, Kvad o Honooahler o0 Malitiol oo Didpsie coldonas ekl
iU dih PSRl e G DS O

PrEjuss aTaes o folidiEido de crami alEeds pels Sofpas olinked do Neapial & SolmErio o
i wrifiagdo realzads polcs Bboaibnog. de endlises olinioss dos Toapias panicianies G pasgusa, o
TPRCTC T TERTOS S adil, TaaiTind o8 Nia ooboed b do CUlliras 008 EpEChd hoapiinis, B30 Fansorindos a0
CEMIC @iaein soohlonadans o I0ima & predsnal @ sud inmgndado & aatilll=ns, bem ohimD d
B I (0 PERLEREGE &TrohAtl, DUFEntS O [HOIEEs0 Ob TaREpoiE. 06 IecrOrgan b o Sasrng i
T TS SO IE, SINI0E DO & OIS 50 FECRolganlemo & 0 SEg0 Gus e & Pl s
ORI G BT S N SR Gl A S o PR TS POl ST [P O FaRREO. O
FRoldaryi G MRzt D0 O SIBEGHD FTHET R G O Ng0D DA oo O Nansporio Sars Fhaliinos oo
@roedy obm & ADC n" MU2014 da Aglnca Necanal de Vighdacia Saniiang. 08 moisr janismes
[T NCDTTIES S RO pOBion g (a0t o Clasa | 0 11 il (R0 DICHSOD, O Booit Lo & Portada n'
2T do Mnisiéno da Sadde porianio iodod oo cuidodos reaconadod A8 eERad claabEs de e
Desddgicn Serde adoladcs. O CEMIC apresonia astwbrs adbqusda para maiuten(do, mManuesds o

AT PR el D0 WWMHMlI"Hmmmm
BEFHG HITMATGNSNE & ks “ﬂmmmhmuwﬂmmﬂml

Cofnaded @ -50 alanndd & 10006 06 s ¢ Dilsejurangs necdnes [ANVISE, 2013 CLE,
i L

Conlrmac i Ja tdan iSoages So6 FHCPganeTes i S ootng i 008 Earaldnos. Serbs wilzadog
estes Béooulmeiod o Teiohdgeoog Pl ionerad o Barm @ Sdanilear S dod Ml COTgEinemos, b ooing andiises
il A LN a0 ERpeniioes, quands porinaln (SHAISA 2013k AMVISA, Al 34 Ended
T serfia e 0o Bered oF vk noaOs afmel ol sarm wWrilegdo de prdergs Jod faiones du vindiocs
sl realzados aravis de piovas Noquimices & Ssiokdgicas. oomD ol Saimpk DIt pais duloin by &o
ANINTIRE U BNERSEE Tl iTulnes Paind dolefTrinagan O gofdd 8 wruldnsg pretanies Ml micmnganimis
[ANVESA J0130 AMVIGA, 2013c) Ensaiod [aFs oolamminegad da sscapdoildade in wein a5 cebdas
aniimicroblanas. 08 anEaios Sl reatzRdon para detErminegds d2 sustepdbldado in vilro dos
IRCIOGANETe S Meaona dod b agravamonio da SOD-T8 & drogas ammaniiands olsdas ne prato
clieica, airarde o modod ogias padrondzades [CLEI, 2077, CUS], 20EAL Dados oiinicd & Spedami el oo

Cndareger  Mag Cends Bevighe am

i Sorws Camae OEP: g ss-1i0

LIF: BMG Msnicipier  JUET OC FOAA

Tesloes (5343850 T Erralt oo Sl ada b

b =1 N -]
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Para eiia possuica, ambdm diverdo sl colotpdas rlormapdas refantes aod deados clinicos &
LAl TR O0E COimEE nis proniudneg ok pecimi oom daghdelon o TOVID- 1%, imimedes nis
heapicis do msicdio da Julx de Fora, como cidade do ongoem, Ccomorhidsdes, Ml , sean, deslecho,
lempo da imeemagdo.

Crdeio de Inolusia:

Dot CHED G WCHES TR SFIA0 [OROTIRG, ST OO BRISTS0 08 0 S00S Ll Rnos, i il k] eos o
ETETnE O 8 TeChohganiarnon: (Mo ngos eiou Dadiiio ) obidos da ool de culling 0o flononJare T 0o
hospiol paticparies o peepoisa Qlendidsd com Sagrdsiitn ponfrmad o para SERE-Cu-1 b BSi00
e G R COUTIC{ e BaTiraanay o Oud ROTeRiCa. Sar i 0f SR el pasbanias adullia (oo
il et BASPWOT @ 15 GWCeE J, OOET) PR O AFD B BUS CACOCHIGOE DOOPTAG 0 WeliTial, S 008WaS P,
[Paral (s ParBsadiT) SCHE aF S0 pailCepalin G Nl N0 PR, b @G Oh G0, Gud AN
N COMMETEars oomd Sabaing, hipeieai o doeen{as QUiDETLNEE

Critdins do Exrtiadn:

Como crfidils dé encluslo hewls &studn prospaclyvo, nbd S4f80 coadiderades dados ofinioos,
R TR O i STHERIT S O PP RO Nl [TNgpos Oe'odi BTt i p bl O ool i} B o CaBlLITRS i
RCIolQanE mes dos odpiias pamcpandes da prEGuns do pecidning dus nlo lamham diagnbeicao
confimats pam SARE-Co-2 gu gui nde spresaniom confeciles badananas &f ou egices. Sena
bt O ubChENEEs @ @il Of Sdeid, Gl GST STl Dodiviad (kAo o Cadartalaio Mantal ou
Eoghivi feduids Gud O Mpedam o Sboldir PO Sul pAnioipalad, Gl SpieDriem Muliaa counlescded
e & COWI0-10, oot pod SaiidD piaeirtads (A Gl Ml COoiaim STlirkadidag fa udhi i
doa d ados & linprecando 00 Msulaons

Taamantay da ArEEs M Brasd Z00

Otjettee da Pesquise
Oty Prmira:

Ayalal DS CRTOCIOTiE0oas CINCad, FCTCeDoDitg s o GO iy ko 006 pacn s oo OO I0-18,

Emamreger  Mos Canes Maegees
Ouirro: Soim Cigasns P 38 - 1D
UF: RIC Eanicipser  JED OC FOFes

Telolom:  (33@00-521T Cormt  capsDedy ado o

e i o T
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e piadabim forrods’ ol nolae pida osiTa ECaCS0 din Me0d o Sl o mislhoramenio 4 pratos dindis o
iU b0 do ol talid e

Dy orive Secumridnn

¢ Dlussrtiald SO0 ClPdores Shboicedon 2o Codrfogibes. oy Baouliies @ Ainges &m Docienies orm dRghdeion
ok CoeoranEnas (DOID-1ag

¢ Dl Ot apadirmiobidons raleoienadon eos pedionies Dom Sagikaios de Corohayires (COVD-TH)
apressimiardd coanrChas por beclires @ Lngo;

+ Cingdiledr umi colofda de cullived & miceiganismas (Eareposibdras] ma Centro de Esludos &m
Merobinloga (TEMIC] @4 Inmiulo de Clncias Bakdgicas [ICB] da Universisade Fedensl de Juiz da Fora
|LUFF] paira mehlsg b onG ankasnl D Holigon

+ DS avlt dardead ! obaal b3ics SEeitabdhie il COnlipias piF Dohings & i oh am pacianis o
daghtsticn de Coronaviius { COWID-0),

* RaalTar WS DO Cofis e 65008 relauonados 4 Winiieecio o msabnoia o Dalieras & Tungod
et iedag & Colrleogles M padlanies oom diagnieian & Coinnairus [COVIO-1D

Avaling i dos Riscos o Benaficios:

Riside:

Do G it & ot agds conlkis fa Ressluglo CHE 4662011 O pohqisis i Con@sion 2aos et o Mo
FrinEn, W VeI guo o miteds cliion o ookt o infommaiesl o pai do o secundira de dedok dos
PAORRES . NE0 e imarteniein 00 EoSoiltaod ST ST GIEecin 00 Bl THich, Plicoingio @
wrial do participanis A ePSTess i 408 pecsnies som Tela por mimend di SepEine 46 b ke Gue fan
fornetido & cdefa Toha do profanby eciudo & oo isa serd manlda em alglo com of poSisioadones
Frincipas abl o limils pEmGde BHaE e &0 DU lamenes aplicdvis. Em ablo 30 publasdaa dod
Insukadod &0 e, &5 ioerlidad i GoE paceiesl obharyados SaimanbomiS0 ool enckin. Mo N
i lips de slefvanilo no pacoria. Moo havend colets do omssbios hiolhges o0 paciomie, D
RAngol, WG, Imeds rancoaheedan, liguad, donrs urss 45 GTOLros bookdgecas serlo oolelordas nod
fospilaie partcipantes & il de solictagio mirdca pard disgndeiico das suspdilas da infecpias
Lo pekis proliinnas RApEdveis 1 cala Nospiil oo 3 Inaldand 0o S anoEion d0u Aol
IriCreteEnes, O Maoegansmet Roados 8 parli do dhgn bl labona iorial Jo rolng

Omirra: Daris Cslaeras OER: SR i
LiF: BT Namcipio AT OF FORCE
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dos hipiais panticipamies, consilanios 0 colegdo do cubures do mioorgardemod 0o cada hospial serda
fominkios GOl pesquisddines para eslRacln da pesquss: Poradi, fdhd Boserd Reniisma iieraehlda
dira dod petdUEAdcTED B Deoaiil e, beja o avils dr oodoin 00 Smokinds okbioas w08 gl Goodnios
Dadd nulrlo s SR O . I T I

FehRalar GuE B0 Sor D solboinnas coliflas O Mateial b5odion dos fatiThs fof fane ds pelgusadone,
SIS0 UNIA0E apeTaE o8 MRIOIGANEMos Solados & panir dob BxEmed Soboados Pl Cpo Cloo 00d
Tespdias OF parogands relaber & S larecimpnios Jobv'a &

PSuka o 0 Tamn da o semimionin Lime @ Esclammsin.

Borslios:

D b oo D] A0 PO CONad o peddl el a, Pordertid QonErdelar & oonsineg & di Banoos di dados
paia Vgl dncia eekdemrakia: @, © MEmbo et di Subsbsot pars hioalal adeiuail & S0 0 S
i ool EE N0 Palarmeslo 98 coeleis i inlecnnadeas & Cowd 19

& & Impantads o Mmodides di CONTOa 08 DESerTan SCh0 S Ml i [ ATELMNOE PFESCIENGE . PrO00TCNa nid
ekITAlARS QUM vifam MiNMEE of nacos do fecodts midonnaiis o Selldns & deate do Fups

Cormmiiirios @ Conssdireidas solva & Padgulsa:
Efalm projalo & havia 2i00 awaliado palo Comild oo Eficd a pala COMER as peh3&hiias [endass
At Tmanio Roram eias eanadas pids pekgusaior, portanio esld apin pa o sou decerveDlermanio.

O progido astd bem saruiurads, Salrsado & furdamanisds, sasbainta o objetsos 45 esbeds om SLa
Trzton g de BoE O e chjRtiva, @ S Ui ) CONEON SN GO OF PINCIDE G000 DO nS

o i N pescidia cheniios ervibarilo SEE MEEGnoe ahiacsits na Mol odo 45612 do ONE b oo A
Horma Operscaonat M® 001/ 313 CHE

Cozen il rad dos fobee o Terd do ddeasantacls ohigadria
O e Mamis anaandos fomm avaliados

1- FE_MDFHH;EEE_E#HJEAE_DD_FH‘D.I:TE:_WH
2- CanaRessosts pof

Enserste  Foa Capec B én
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