UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Laura Lavorato Soldati

Epidemiologia das candidurias e perfil de susceptibilidade a agentes
antifungicos de amostras isoladas nos ultimos anos em um Hospital

Universitario de Minas Gerais

JUIZDE FORA
2024



Laura Lavorato Soldati

Epidemiologia das candidurias e perfil de susceptibilidade a agentes
antifungicos de amostras isoladas nos ultimos anos em um Hospital

Universitario de Minas Gerais

Dissertacao de Mestrado apresentada ao
Programa de Pdés-graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Juiz de Fora, como requisito a obtencéo do
titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas. Area de concentragao:
Produtos Naturais e Sintéticos Ativos.

Orientadora: Prof2. Dr2. Priscila de Faria Pinto

Coorientadora: Prof@. Dr@, Francis Moreira Borges

JUIZDE FORA
2024



Ficha catalografica elaborada através do programa de geragao
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Lavorato Soldati, Laura.

Epidemiologia das candidurias e perfil de susceptibilidade a
agentes antifuUngicos de amostras isoladas nos ultimos anos em um
Hospital Universitario de Minas Gerais / Laura Lavorato Soldati. --
2024.

102 f. 1l

Orientadora: Priscila de Faria Pinto

Coorientadora: Francis Moreira Borges

Dissertagao (mestrado académico) - Universidade Federal de Juiz
de Fora, Faculdade de Farmacia e Bioquimica. Programa de
Pés-Graduacgao em Ciéncias Farmacéuticas, 2024.

1. Candida. 2. Candidiase. 3. Infec¢des Urinarias. 4.
Espectrometria de Massas por lonizagao e Dessorgao a Laser
Assistida por Matriz. 5. Antifungicos. |. de Faria Pinto , Priscila, orient.
[I. Moreira Borges, Francis, coorient. ll. Titulo.




27/08/2024, 16:51

SEI/UFJF - 1928477 - PROPP 01.5: Termo de aprovagao

Laura Lavorato Soldati

Epidemiologia das candiddrias e perfil de susceptibilidade a agentes antiflingicos de amostras isoladas

nos Ultimos anos em um Hospital Universitario de Minas Gerais

Dissertacdo apresentada
ao Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas

da Universidade Federal
de Juiz de Fora como
requisito parcial a
obtencdo do titulo de
Mestra em Ciéncias
Farmacéuticas. Area de
concentragao:  Produtos
Naturais e  Sintéticos
Ativos.

Aprovada em 23 de agosto de 2024.

BANCA EXAMINADORA

Dra. Priscila de Faria Pinto - Orientadora

Universidade Federal de Juiz de Fora

Dra. Francis Moreira Borges - Coorientadora

Universidade Federal de Juiz de Fora

Dra. Patricia Guedes Garcia

Universidade Federal de Juiz de Fora

Dra. Carolina dos Santos Fernandes da Silva

Universidade Presidente Antonio Carlos - Juiz de Fora

Dra. Magna Cristina de Paiva

https://sei.ufif.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore visualizar&id documento=2148214&infra_sistema=1...

12



27/08/2024, 16:51 SEI/UFJF - 1928477 - PROPP 01.5: Termo de aprovagao
Universidade Federal de S3o Jo3o del Rei

Juiz de Fora, 16/08/2024.

eii Documento assinado eletronicamente por Priscila de Faria Pinto, Professor(a), em 26/08/2024, as
Fials tﬁ 12:16, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543,

pssinalura

| eletrénica de 13 de novembro de 2020.

eii Documento assinado eletronicamente por Magna Cristina de Paiva, Usudrio Externo, em
. . Ljﬁ 26/08/2024, as 13:17, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do

pssinatura

| eletrénica Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

eii Documento assinado eletronicamente por Francis Moreira Borges, Professor(a), em 26/08/2024, as
Fials tﬁ 13:53, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543,

pssinalura

| eletrénica de 13 de novembro de 2020.

eii Documento assinado eletronicamente por Carolina dos Santos Fernandes da Silva, Usudrio Externo,
. . Ljﬁ em 26/08/2024, as 14:47, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do

pssinatura

| eletrénica Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

eii Documento assinado eletronicamente por Patricia Guedes Garcia, Professor(a), em 27/08/2024, as
Fi=ls fﬁ 16:34, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543,

assinatura

| eletrénica de 13 de novembro de 2020.

; A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do SEI-Ufjf (www?2.ufjf.br/SEIl) através
g% do icone Conferéncia de Documentos, informando o cddigo verificador 1928477 e o cédigo CRC

6C8D8654.

https://sei.ufif.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore visualizar&id documento=2148214&infra_sistema=1... 2/2



AGRADECIMENTOS

Gostaria de iniciar agradecendo a Deus e a Nossa Senhora, por guiarem meus
passos e colocarem pessoas iluminadas em meu caminho que me auxiliaram na
realizagao e conclusio desse trabalho.

A minha mae, Elenir, suas palavras me fortalecem e me conduzem em
caminhos que eu n&o imaginava percorrer, nem em meus maiores sonhos. Escrever
boa parte desse trabalho com sua voz ao fundo, me chamando ou chamando as
“‘meninas”, foi um presente que me deu a energia que eu precisava para tal feito.
Obrigada pelas conversas, desde as mais despretensiosas e simples as mais
profundas. Eu te amo mais do que palavras possam descrever. E a meu pai e anjo
Cleber, conversar com vocé em meus pensamentos continua sendo meu porto seguro.

Ao meu irmao Pedro, que durante esse processo esteve sempre presente, me
escutando, dando dicas e conselhos. Vocé é minha fonte de inspiragdo e uma das
minhas maiores admiragdes. Te amo! A minha cunhada Fernanda, obrigada pelas
risadas, por toda a ajuda e pela forga que me motivaram a iniciar e concluir esse
processo. Aos meus irmaos Gil e Eliana, nao tenho palavras para descrever meu amor
por vocés. Eu aguardo meses e atravesso o0 mundo para encontra-los. Meus melhores
momentos sempre sdo aqueles em que estamos juntos.

A toda a minha familia; tios, primos, aos meus sogros e @ minha cunhada pela
torcida e encorajamento. Aos meus amigos da faculdade, residéncia e da vida,
obrigada pelo enorme incentivo para a realizagao desse trabalho e por tornarem essa
caminhada mais leve.

As minhas orientadoras, professora Priscila e professora Francis, as quais devo
toda a minha gratiddo. Obrigada pelas palavras, conselhos, orientagdes, por me
receberem tdo bem e me guiarem nesse caminho. Devo essa conquista a vocés!

Aos companheiros de trabalho, residentes e amigos do Laboratério de Analises
Clinicas do Hospital Universitario da UFJF/EBSERH, em especial a equipe da
Microbiologia do HU Santa Catarina. Obrigada por todo o apoio e compreenséo
durante minha auséncia nesse periodo.

Estendo meus agradecimentos a todos que contribuiram direta e indiretamente
para o desenvolvimento desse trabalho, citando a equipe do Laboratério de Estrutura
e Funcéao de Proteinas e do Centro de Estudos em Micologia do Instituto de Ciéncias

Biologicas/lUFJF, e a equipe do Centro de Ciéncias da Saude do Instituto de



Microbiologia Paulo de Gées/UFRJ.

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, pela
oportunidade e possibilidade de realizagdo desse trabalho.

Por ultimo e ndo por menos, ao meu marido, Luiz Fernando. Vocé tornou
possivel viver bem, trabalhar, estudar, escrever, fazer experimentos, tudo junto
enquanto cuidava de mim de uma maneira imensuravel. Eu posso expressar agora

apenas uma pequena medida do amor e felicidade que vocé trouxe para a minha vida.



RESUMO

O isolamento de espécies de Candida em amostras de urina (candiduria) tem
aumentado notadamente nas ultimas décadas, associadas a infecgcbes do sistema
genito-urinario e até a candidemias, principalmente em individuos com fatores de risco
para estas condi¢cdes. Pelo exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar
retrospectivamente o perfil epidemiolégico e de susceptibilidade a agentes
antifungicos disponiveis comercialmente e também a novos compostos de origem
natural, em amostras isoladas de pacientes internados com candiduria, em um
Hospital Universitario da Zona da Mata Mineira. Foram isoladas 107 leveduras de
urina de 75 pacientes, no periodo de marco de 2021 a janeiro de 2023. A maioria dos
individuos eram idosos (67%), do sexo feminino (75%), internados por longos
periodos em Centro de Terapia Intensiva (44,9%) e em uso de sonda vesical de
demora (90,6%). A taxa de mortalidade dos individuos avaliados foi de 38,7%. A
identificagc&o fungica foi realizada por métodos fenotipicos manuais e MALDI-TOF MS,
havendo boa concordancia entre os métodos manuais e molecular. As espécies mais
isoladas foram a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis. O teste de
susceptibilidade aos antifungicos foi determinado por disco-difusdo e os antifungicos
relacionados a maiores taxas de resisténcia foram o fluconazol, voriconazol,
itraconazol e caspofungina; e a levedura que apresentou maior perfil de resisténcia foi
a C. glabrata. O principal antifungico utilizado no manejo terapéutico dos individuos
avaliados neste estudo foi o fluconazol, no qual foi associado a uma taxa de
mortalidade de 4%, quando administrado para o tratamento de infec¢des causadas
por linhagens resistentes. A pesquisa da atividade antifungica foi feita para os extratos
das plantas Amaranthus viridis, Stachys lanata, Glycyrrhiza inflata, Pothomorphe
umbellata e Renealmia petasites, por meio da metodologia de microdiluicado em caldo.
Apenas o extrato de P. umbellata apresentou atividade inibitéria moderada e fungicida
frente a algumas linhagens de Candida sp. Destaca-se portanto, a importancia de
estudos de caracterizagdo das espécies e que avaliem a resisténcia aos antifungicos
de leveduras isoladas de amostras clinicas, bem como a busca de novos ativos com

atividade antifungica.

Palavras-chave: Candida. Candidiase. Infec¢des Urinarias. Espectrometria de

Massas por lonizagao e Dessorcao a Laser Assistida por Matriz. Antifungicos.



ABSTRACT

The isolation of Candida species in urine samples (candiduria) has increased
significantly in recent decades, associated with genitourinary system infection and
candidemia, especially in individuals with risk factors for these conditions. Therefore,
the aim of this study was to retrospectively evaluate the epidemiological and
susceptibility profile of commercially available antifungal agents and also of new
natural products, in samples isolated from patients hospitalized with candiduria at a
University Hospital in the Zona da Mata Mineira. A total of 107 yeasts were isolated
from urine of 75 patients, from March 2021 to January 2023. Most individuals were
elderly ones (67%), females (75%), hospitalized for long periods in the Intensive Care
Unit (44.9%) and using an indwelling urinary catheter (90.6%). The mortality rate of the
evaluated individuals was 38.7%. Fungal identification was performed by phenotypic
methods and MALDI-TOF MS, showing a good rate of matching between the manual
methods and the molecular one. The most isolated species were C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis and C. parapsilosis. Antifungal susceptibility testing was
determined by disk diffusion method and the antifungals related to the highest
resistance rates were fluconazole, voriconazole, itraconazole and caspofungin; and
the yeast that presented the uppermost resistance profile was C. glabrata. The main
antifungal agent used in the therapeutic management of the individuals evaluated in
this study was fluconazole, which was associated with a mortality rate of 4% when
administered for the treatment of infections caused by resistant strains. The antifungal
activity of different extracts was investigated for the plants Amaranthus viridis, Stachys
lanata, Glycyrrhiza inflata, Pothomorphe umbellata and Renealmia petasites,
performed by using the broth microdilution assay. Only the extract of P. umbellata
showed moderate inhibitory and fungicidal activity against some strains of Candida sp.
As a result, we highlight the importance of studies that characterize the species and
evaluate the frequency of antifungal resistance in yeasts isolated from clinical samples,

as well as the search for new products with antifungal activity.

Keywords: Candida. Candidiasis. Urinary Tract Infections. Spectrometry, Mass,

Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization. Antifungal Agents.
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1 INTRODUGCAO

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta frequéncia
com que colonizam e infectam o hospedeiro humano. Suas espécies sao
consideradas saprdfitas e sdo encontradas principalmente na microbiota da mucosa
bucal, trato gastrintestinal e geniturinario de individuos saudaveis. Estes
microrganismos comensais tornam-se patogénicos caso ocorram alteragbes nos
mecanismos de defesa do hospedeiro, que podem ser decorrentes de mudancgas
fisiologicas caracteristicas da infancia e envelhecimento ou, mais frequentemente,
associadas a doencgas degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias congénitas ou
adquiridas e imunossupressao induzida por atos médicos (SARDI et al., 2013).

As infecgbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo caracterizadas
como um dos eventos mais frequentes adquiridos apds ou durante a internagao ou
procedimento em um estabelecimento de saude. Sao altamente associadas a um
aumento das taxas de morbi-mortalidade relacionadas a assisténcia, além de
contribuir para o acréscimo dos custos ao sistema de saude (ANVISA, 2021).

A infecgao do trato urinario (ITU) é uma das causas mais prevalentes de IRAS
em ambientes hospitalares. Nas ultimas décadas, o aumento do isolamento de
espécies de Candida em amostras de urina (candiduria) se tornou muito frequente,
principalmente em individuos com fatores de risco para esta condicdo, como
pacientes do sexo feminino, idosos, pds cirurgicos, imunossuprimidos, internados
em unidade de terapia intensiva, diabéticos, em uso de sonda vesical de demora ou
terapia antibacteriana de largo espectro. Em individuos saudaveis, as leveduras séao
detectadas em amostras de urina em menos de 1% da populagédo, porém em
hospitais e centros de atencao terciaria podem corresponderem até 10% dos casos
(GAJDACS et al., 2019).

A candiduria pode indicar desde a colonizagdo ou contaminagao durante a
coleta de urina por leveduras, como também pode representar uma infecgéo alta ou
baixa do sistema urinario, bem como indicar ou predispor uma doencga sistémica
causada por Candida spp. (FISHER et al., 2011). As infecgbes invasivas causadas
por espécies de Candida estao relacionadas ao aumento da morbi-mortalidade em
pacientes internados, sendo esse aumento intimamente ligado a demora na
recuperacao e identificagdo da levedura, assim como o inicio da terapia antifungica
(MCCARTY; WHITE; PAPPAS, 2021). O desenvolvimento de coinfecgdes fungicas,
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principalmente com o advento da COVID-19, é facilitado por fatores de risco bem
descritos, como imunossupresséao, internagao em unidades de terapia intensiva, uso
de cateter venoso central e corticosteroides (HOENIGL et al., 2022).

A utilizagao de testes de susceptibilidade a antifungicos ndo € uma pratica
laboratorial comum na area da microbiologia clinica, mas recomendada diante da
emergéncia de resisténcia em espécies de Candida (COLOMBO; GUIMARAES,
2007). O monitoramento de amostras clinicas pode ser uma ferramenta
extremamente util, pois permite a escolha do farmaco e dose adequadas a serem
usados para cada paciente, evitando-se tanto a administragao de dose excessiva, e
consequentemente seus efeitos indesejaveis, como a selegdo de microrganismos
resistentes (GARCIA- VIDAL et al., 2018).

Dada a natureza eucaridtica da célula fungica, o numero de farmacos
disponiveis para o tratamento das doencgas fungicas permanece limitado. A eficacia
desses agentes se encontra atualmente comprometida devido a emergéncia de
linhagens resistentes documentadas na literatura e pratica clinica (LEE et al., 2021).
Compostos derivados de plantas podem apresentar uma alternativa no tratamento
de diversas doencgas infecciosas, devido a presenga de numerosos componentes
fitoquimicos em sua composi¢ao com potencial atividade antimicrobiana, além de
oferecerem outras vantagens, como baixo custo terapéutico e toxicidade limitada
(ABABUTAIN; ALGHAMDI, 2021).

A identificacdo de leveduras e a interpretacdo do achado de candiduria
podem contribuir para avaliar possiveis fontes de surtos hospitalares e estabelecer
identidade das linhagens presentes no ambiente hospitalar, ferramenta importante
na epidemiologia hospitalar (GARCIA-VIDAL et al., 2018). Desse modo, a avaliagéo
de dados locais pode refletir sobre a situacdo do municipio e servir de comparagao

com dados regionais e nacionais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE

As infecgbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) s&o definidas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como infecgdes adquiridas apos
uma internagdo ou procedimento em um estabelecimento de saude, quando se
iniciam pelo menos apds 3 dias do primeiro dia de internagado ou a partir da data de
realizagdo do procedimento (ANVISA, 2021).

Historicamente conhecida como “Infeccbes Hospitalares”, as IRAS tiveram
seu conceito ampliado de forma a englobar eventos ocorridos em qualquer ambiente
de assisténcia a saude (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014). E considerada um grave
problema de saude publica, com altos custos diarios estimados de pacientes
acometidos por estas infecgdes, além de estar relacionada ao aumento do tempo de
internacdo e surgimento de outras comorbidades. O desenvolvimento de IRAS esta
intimamente atrelado a condicdo de saude do paciente, mais comum em casos
envolvendo imunossupresséao, tempo prolongado de internagéao, cirurgias prévias e
resisténcia a antimicrobianos (ANVISA, 2021).

Nos Estados Unidos, as IRAS sao a sexta maior causa de morte do pais,
com dados sugerindo 99.000 mortes anuais, superando dados de mortalidade
relacionados & HIV/AIDS, cancer e acidentes automobilisticos. E estimado que
cerca de 25 a 32 bilhdes de dolares podem ser poupados com medidas de controle
da incidéncia dessas infecgbes (CDC, 2017; LIU; DICKTER, 2020). No Brasil,
maiores taxas de IRAS e infec¢gdes por microrganismos multirresistentes foram
associadas a longas internagdes hospitalares e ao uso de ventilagdo mecanica,
principalmente depois do surgimento da pandemia da COVID-19 (POLLY et al.,
2022). Estima-se que o custo diario de internagdo hospitalar de um paciente com
IRAS aumente em cerca de 55% (ANVISA, 2021).

Entre as IRAS mais prevalentes no mundo estdo, em primeiro lugar, as
infeccbes do trato urinario associadas a cateteres, seguida pelas pneumonias,
infeccbes da corrente sanguinea e infecgdes de sitio cirurgico. As infecgdes do trato
urinario inferior sdo conhecidamente precursoras das infecgdes do trato urinario
superior, podendo acometer a corrente sanguinea, caracterizada como a IRAS mais

relacionada ao aumento das taxas de morbidade e mortalidade (LIU; DICKTER,
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2020). Espécies de Candida sao consideradas atualmente os patdégenos mais
comuns isolados em casos de infec¢ao de corrente sanguinea associadas a cateter
central, em enfermarias e Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), correspondendo a
25% dos patogenos isolados em UTls (WEINER-LASTINGER et al., 2020).

2.2 INFECGOES DO TRATO URINARIO

A infecgédo do trato urinario (ITU) € uma questdo de saude cada vez mais
comum em pacientes hospitalizados. Sao responsaveis por 35 a 45% das IRAS em
pacientes adultos e podem ser definidas como infeccbes associadas a cateter
vesical de demora, n&o associada a cateter ou nao relacionada a procedimentos
urolégicos. Aproximadamente 15 a 25% dos pacientes sdo submetidos a
cateterismo vesical, muitas vezes inseridos inadequadamente e sem indicagao
clinica, além do risco associado ao uso prolongado do cateter. Como a maioria das
ITUs estao relacionadas a utilizacdo de cateteres vesicais, € considerada uma IRAS
com grande potencial preventivo (ANVISA, 2017; LIU, DICKTER, 2020).

A colonizagao e infecgao bacteriana ou fungica esta estritamente relacionada
com o tempo de permanéncia da cateterizacao vesical, podendo ocorrer intralimen
ou extralumen, através da formacao de biofilmes. Apds cerca de 30 dias, todos os
tipos de cateteres séo totalmente colonizados com biofilmes, sendo a remocgéo do
cateter a unica forma de erradicar essa colonizacdo. A formacéao de biofilmes auxilia
na propagacado dos microrganismos, que podem se tornar mais resistentes aos
tratamentos farmacologicos, desempenhando um papel estratégico nas infecgdes
relacionadas a cateteres (ANVISA, 2017; LIU; DICKTER, 2020; CELA-LOPEZ et al.,
2021).

Algumas estratégias de prevencao da incidéncia de ITUs relacionadas a
cateter podem ser realizadas a fim de evitar a colonizagdo microbiana do trato
urinario, e incluem: diminuir o tempo de permanéncia com o cateter e sua utilizacéo
desnecessaria, manter todo o ambiente asséptico e utilizar equipamentos
esterilizados para a colocagao do dispositivo, além de garantir treinamento e
qualificagao dos profissionais responsaveis pela atividade (LIU; DICKTER, 2020).

O diagnostico da ITU se da através de exames de urina (qualitativos e
quantitativos) e a terapéutica geralmente € conduzida em pacientes sintomaticos, o

que corresponde de 10 a 25% dos pacientes com cultura de urina positiva.
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O diagndstico precoce € de extrema importancia devido a potencialidade de evoluir
para uma infecgdo da corrente sanguinea e levar a quadros letais (IACOVELLI et al.,
2014).

As ITUs podem afetar qualquer parte do trato urinario, se desenvolvendo ou
migrando para a uretra, bexiga ou rins. Sdo mais prevalentes em mulheres do que
em homens, devido ao menor comprimento da uretra, fatores hormonais e outras
condicdes que podem facilitar a colonizagdo microbiana (CELA-LOPEZ et al.,
2021). A infecc&o pode se iniciar através da ascencg&o microbiana pela uretra, vindo
de um local de colonizagao no trato genitourinario ou através da corrente sanguinea,
se instalando nos rins (GAJDACS et al., 2019).

Entre os agentes etiolégicos mais comuns causadores de |ITUs estdo as
bactérias gram-negativas, como a Escherichia coli, Klebsiella spp. e
Pseudomonas aeruginosa; bactérias gram-positivas, como as do género
Enterococcus; e leveduras do género Candida. Esses agentes podem, inicialmente,
colonizar o trato urinario do paciente e em seguida, levar a modificagdo da microbiota
local por diversas causas, entre elas a utilizagdo de antimicrobianos (WEINER-
LASTINGER et al., 2020). Como a maioria das ITUs sdo causadas por bactérias, a
interpretacéo da presencga de leveduras na urina ainda ndo € padronizada e esta
sujeita a diferentes analises (SINGULANI et al., 2023).

2.3 CANDIDURIA

A candiduria € denominada como a presenca de espécies de Candida em
amostras de urina, considerada um dos microrganismos mais prevalentes
causadores de infec¢des urinarias em pacientes imunossuprimidos € em uso de
cateter vesical de demora.

A candiduria pode frequentemente representar uma gama de condigbes que
requerem a interpretacdo e a distincdo pelo clinico assistente: pode indicar
colonizagdo do trato urinario ou contaminagdo durante a coleta de urina por
leveduras, identificada principalmente em pacientes assintomaticos; como também
pode sugerir infeccdo alta ou baixa do sistema urinario. Infelizmente, ndo ha
diretrizes técnicas ou protocolos bem estabelecidos para diferenciar a colonizagao
do trato urinario da infecgdo por Candida spp. (FISHER et al., 2011; ODABASI;

MERT, 2020). Entretanto, a identificacdo da presenca de leveduras em urina nao
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deve ser desconsiderada, visto que pode indicar alguma patologia do sistema
geniturinario ou predispor uma candidemia, principalmente em pacientes criticos, a
qual é relacionada com uma mortalidade de 30 até 50% dos pacientes acometidos
(PONGRACZ et al., 2015).

A maioria dos pacientes diagnosticados com candiduria sdo assintomaticos.
Pacientes com infecg¢ao urinaria baixa podem apresentar sintomas como disuria e
urgéncia ou maior frequéncia para urinar, com alguns casos evoluindo para febre e
dor abdominal. Individuos submetidos a cirurgia ou com alguma obstrugéo do trato
urinario devem ser avaliados com cautela, devido ao risco de complicagdo da
infeccao e disseminagao para a corrente sanguinea (ODABASI; MERT, 2020).

Embora a presenca de leveduras em urina ndo seja um grande fator de risco
para sua disseminagdo na corrente sanguinea, algumas associagdes ja foram
descritas entre candiduria e candidemia. Wang et al. (2019) encontrou que, dos
4.240 pacientes diagnosticados com candiduria em um periodo de 13 anos em um
hospital nos Estados Unidos, 6,2% tinham candidemia concomitante. Uso de cateter
venoso central, nutrigdo parenteral, presenga de tumores ginecolégicos e
hematolégicos e o uso de antibacterianos inibidores da beta-lactamase foram
alguns dos fatores descritos nesses pacientes que aumentaram o risco de
desenvolvimento da candidemia.

Outros fatores de risco observados em pacientes internados em centros de
atencao terciaria sao descritos como predisponentes para a candiduria como:
internacdo em unidades de terapia intensiva; uso de imunossupressores, sonda
vesical de demora ou terapia antibacteriana de largo espectro; além de também ser
mais comum em pacientes do sexo feminino, idosos ou diabéticos (COLOMBO;
GUIMARAES, 2007). Em um estudo prospectivo multicéntrico, a incidéncia de
candiduria foi encontrada em 22% dos pacientes internados por mais de 7 dias em
UTls, com um indice de mortalidade 25% maior nesses pacientes (ALVAREZ-
LERMA et al., 2003).

Leveduras geralmente n&o apresentam tropismo pelos tecidos do trato
urinario, com baixa aderéncia a mucosa da bexiga, o que reforgca a necessidade da
correta interpretacdo do achado da candiduria, principalmente quando se tratar de
pacientes com fatores de risco para o desenvolvimento de uma ITU e/ou candidemia
(FISHER et al., 2011).

Dentre as espécies de leveduras mais descritas causadoras de candiduria, a
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Candida albicans é a mais relacionada com a patogénese da doenga, sendo isolada
em cerca de 50 a 70% dos casos. Isto se deve ao fato dessa espécie expressar niveis
mais altos de fatores de viruléncia comparado com outras espécies, colonizar
facilmente sitios anatomicos préximos ou de facil acesso ao trato urinario, e por fazer
parte da microbiota normal de 15 a 60% da populagéo (FISHER et al., 2011). Outra
espécie comumente descrita € a Candida glabrata (atualmente denominada
Nakaseomyces glabrata pela nova nomenclatura, responsavel por até 20% das ITU),
seguida por outras espécies de leveduras do género Candida, incluindo: Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Pichia kudriavzeveii (Candida krusei), Clavispora
lusitaniae (Candida lusitaniae) e Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii)
(COLOMBO; GUIMARAES, 2007; WHO, 2022; KIDD; ABDOLRASOULI; HAGEN,
2023). Neste trabalho, continuaremos utilizando a nomenclatura antiga para a
denominacgéao das espécies de Candida.

No Brasil, um estudo realizado para identificar a incidéncia de fatores de risco
associados com a presenca de leveduras em urina de pacientes hospitalizados em
Goiania, durante um periodo de 12 meses, reuniu 45 episodios de candiduria. A
distribuicdo por sexo foi semelhante nesta casuistica sendo a média e mediana
de idade dos pacientes de 48 anos. O tempo decorrido entre a internagéo e a
primeira cultura de urina positiva para Candida spp. foi maior que 1 semana para
80% dos pacientes. C. albicans foi a espécie mais isolada em 35,6% dos pacientes,
seguida por C. tropicalis, que foi a mais comumente isolada dentre as outras
leveduras do género Candida (22,2%). Os dados obtidos neste estudo demonstram
que a candiduria € uma condi¢ao infecciosa encontrada em pacientes em uso de
terapia antibacteriana de largo espectro, sondagem vesical de demora, ou que
foram submetidos a procedimentos cirurgicos, com maior tempo de hospitalizagao
(KOBAYASHI et al., 2004).

A habilidade de espécies de Candida em colonizar, aderir e causar ITU
depende de uma série de fatores. Esta invasao no trato urinario pode ocorrer de
forma anterégrada (microrganismo levado aos rins pela corrente sanguinea) ou
retrograda (ascensdo do microrganismo pela uretra ou bexiga). Alguns fatores de
viruléncia foram descritos para essas espécies como galvanotropismo e
tigmotropismo, pleomorfismo, produgcdo de proteinas de adesdao e enzimas
hidroliticas como aspartil proteinases, fosfolipases e hemolisinas, além da formagao

de biofilmes. Esses fatores permitem a adesio da levedura as células endoteliais e
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uroteliais, a evasao do sistema imune do hospedeiro e a posterior disseminagao
para outros tecidos (FISHER et al., 2011).

O tigmotropismo reflete a capacidade da C. albicans em reorientar seu eixo
de crescimento em torno das descontinuidades da superficie mucosa ou endotelial,
de forma a enfrentar menor resisténcia ao seu desenvolvimento local. Ja o
galvanotropismo é a capacidade das suas hifas de se reorientarem de acordo com
0 campo elétrico do ambiente, podendo afetar os locais de formacgao e ramificagcao
do tubo germinativo e a direcédo da extenséo hifal (FISHER et al., 2011).

A formacédo de biofilmes por leveduras pode desempenhar um papel
importante na sua patogénese, como forma de prote¢cao para o desenvolvimento e
sobrevivéncia da linhagem. Uropatogenos formadores de biofilmes séo
frequentemente associados a persisténcia a longo prazo, além de exibirem uma
resisténcia aumentada a agentes antimicrobianos. Essa comunidade multicelular é
a forma mais encontrada em superficies bidticas e abidticas, incluindo diversos
dispositivos, como proteses, cateteres ou outras superficies infectadas por
leveduras. A adesao de células € mediada por forcas eletrostaticas e hidrofébicas,
em conjunto com proteinas de superficie celular conhecidas como adesinas (SARDI
et al., 2013).

Caracteristicas morfolégicas das leveduras também sao descritas como
importantes fatores envolvidos no mecanismo de infeccdo. C. albicans e C.
dubliniensis sao capazes de formarem hifas verdadeiras e pseudohifas, e por isso
sdo denominadas leveduras pleomorficas. As pseudohifas sdo originadas por
brotamento, a partir de células de leveduras ou hifas; o novo filamento se alonga,
permanecendo ligado a célula-mae e apresentando constricdes nas jungdes entre
as células. Ja o desenvolvimento de hifas verdadeiras envolve a formacao do tubo
germinativo, que se alonga e ramifica em septos que dividem as hifas em unidades
separadas, ndao apresentando constricdo no ponto de origem. A formacao do tubo
germinativo é uma caracteristica exclusiva das espécies C. albicans e C.
dubliniensis. Acredita-se que a formagédo de hifas esteja relacionada a maior
capacidade de invadir tecidos e a maior resisténcia a fagocitose (SILVA et al., 2012).

A C. glabrata € uma levedura ndo pleomorfica, se apresentando apenas na
forma de blastoconideos menores, com auséncia de pseudohifas. Tem como
caracteristica inerente a espécie a presenca de um conjunto de adesinas epiteliais.

Foi verificado que a expressao de um tipo especifico de gene codificador de um grupo
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de adesinas (EPA6) € aumentada in vivo em espécies de C. glabrata envolvidas no
desenvolvimento de ITUs (DE LAS PENAS et al., 2003). Semelhante & C. albicans,
C. glabrata apresentou um grau importante de hidrofobicidade em sua superficie
celular, fato também relacionado ao aumento da aderéncia (PANAGODA;
ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2001). A formagao de biofilmes também é comum
nessa espécie, demonstrado em ensaios in vitro por Silva et al. (2010), como a
espéecie que mais produziu biofilme em superficies de silicone, quando na presenca
de urina artificial.

A C. tropicalis é descrita como formadora de pseudohifas e, em alguns casos,
hifas verdadeiras. Suas pseudohifas precoces podem ser similares a formacgao do
tubo germinativo de C. albicans e C. dubliniensis, porém produzem uma area de
constricdo caracteristica adjacente a célula mae. Produzem fosfolipases e aspartil
proteinases responsaveis, respectivamente, por hidrolisar fosfolipideos em acidos
graxos e degradar proteinas como queratina, mucina, anticorpos, citocinas e
colageno durante a invasao tecidual. Acredita-se que essas agdes contribuem para
a colonizagdo e invaséo do trato urinario (FISHER et al., 2011; SILVA et al., 2012).

A C. parapsilosis gera pseudohifas grandes e curvas, com produgdo de
biofilme mais expressiva em situagdes que envolvem maior concentragao de glicose
e lipideos, fato correlacionado com sua alta prevaléncia em infecgées de corrente
sanguinea (PANAGODA; ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2001). Produzem
menores quantidades de proteinases, o que pode explicar a causa dessa espécie
ser encontrada com menos frequéncia em ITUs (FISHER et al., 2011).

Algumas caracteristicas morfolégicas e de fatores de viruléncia expressos

por espécies de Candida sao descritos na Tabela 1 e Figura 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas morfoldgicas de algumas espécies de Candida

FORMAGA

ESPECIE go TUgOO HIFA/ TAMANHO DA FATORES DE

GERMINATIVO PSEUDOHIFA  CELULA (um) VIRULENCIA
Adesinas epiteliais,
Candida albicans * + 4-626-10 hidrofobicidade da
membrana, biofilme,
aspartil proteinases
Candida dubliniensis + + 4-5a6-10 Aspartil proteinases

Candida tropicalis - + 4-8 a 511 Fosf thaS?S ©
aspartil proteinases

Candida parapsilosis - + 2.54a259 Biofilme

Adesinas epiteliais,
Candida glabrata - + 14 hidrofobicidade da
membrana, biofilme

Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2012).
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Figura 1 — Caracteristicas morfoldgicas de algumas espécies de Candida

Legenda: Estruturas microscopicas de espécies de Candida em agar fuba + Tween 80 e
colénias macroscopicas em agar cromogénico CHROMagar® Candida. Estruturas
microscépicas: (A) Candida albicans; (B) Candida tropicalis; (C) Candida parapsilosis; (D)
Candida glabrata. Colbnias macroscopicas: (a) C. albicans; (b) C. tropicalis; (c) C.
parapsilosis; (d) C. glabrata. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Foi descrita pela primeira vez em 2009 uma espécie emergente de Candida
denominada Candida auris, isolada do canal auditivo externo de um paciente no
Japao. Posteriormente essa espécie foi reconhecida como um importante agente
de infecgdo sistémica invasiva, pela grande propensao em colonizar a pele humana
e persisténcia nosocomial, além de ser multirresistente a farmacos antifungicos,
representando uma séria ameaca a saude global (LOCKHART et al., 2017; LEE et
al., 2021). Desde entado, infecgbes por C. auris foram descritas em mais de 30
paises, incluindo Japdo, Coréia do Sul, india, Paquistdo, Africa do Sul, Quénia,
Kuwait, Israel, Venezuela, Coldbmbia, Reino Unido e, nos ultimos anos, nos Estados
Unidos e Canada (SARIS; MEIS; VOSS, 2018).

No Brasil foi publicado um Comunicado de Risco pela ANVISA em margo de
2017 (atualizado em outubro de 2022), de forma a definir a Rede Nacional para
identificacdo de C. auris em servicos de saude. Esse documento detalha
orientagdes para a vigilancia laboratorial, encaminhamento de amostras suspeitas de
C. auris para laboratorios de referéncia, além de medidas de prevengéo e controle
de IRAS (ANVISA, 2022). O primeiro caso no Brasil foi identificado em dezembro
de 2020, isolado de uma amostra de ponta de cateter de um paciente internado em
um hospital da Bahia, com o segundo caso isolado ocorrendo em outro hospital
também na Bahia. O terceiro surto teve inicio em janeiro de 2022 em isolados de
amostras de urina de 2 pacientes internados em um hospital de Pernambuco,
totalizando 47 casos ao longo de alguns meses de monitoramento. Novos surtos
foram identificados em maio de 2023 em 3 hospitais de Pernambuco, com um dos
casos mais recentes notificado em junho de 2023, envolvendo um recém-nascido
internado em hospital de Sao Paulo. A confirmacéao da identificacdo de C. auris esta
sendo realizada por meio da metodologia de MALDI-TOF MS ou por
sequenciamento genético da regido ITS e/ou D1/D2 do DNAr do microrganismo
(BORGES; NASCIMENTO, 2021; ANVISA, 2022; 2023).

2.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA CANDIDURIA

A candiduria é definida por alguns autores como a presengca de um numero
maior que 10* UFC (unidades formadoras de col6nia) de Candida sp. em amostras
de urina (ALVAREZ-LERMA et al., 2003; PADAWER et al., 2015; ODABASI;

MERT, 2020). E importante ressaltar que este ponto de corte definido nao diferencia
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a colonizacao da infecgao do trato urinario e a presenga de coinfec¢ao bacteriana
também nao é incomum (ODABASI; MERT, 2020).

A identificagao laboratorial de leveduras em amostras clinicas é realizada
através de métodos envolvendo cultura e testes bioquimicos que conseguem
diferenciar espécies entre si devido as suas diferencas fenotipicas. A cultura de
leveduras envolve a semeadura do material biolégico em Agar Sabouraud Dextrose
e, apos o crescimento das colbnias, a realizagao de testes bioquimicos como a
assimilacao e fermentagao de carboidratos e provas diferenciais como a formacéao
do tubo germinativo. Atualmente existem também no mercado kits prontos contendo
reagentes para provas bioquimicas e deteccédo de enzimas especificas de Candida
spp. Alguns outros testes baseados em dados morfolégicos como analises
microscopicas também sao realizados, permitindo a visualizagdo de estruturas
reprodutivas, blastosporos e pseudohifas. Para o diagnostico de espécies de
Candida, a utilizagdo do meio de coloragdo diferencial CHROMagar® Candida
(CHROMagar®, Paris, Franga) é também muito presente na rotina laboratorial,
como método de triagem. O meio permite diferenciar, presuntivamente, algumas
espécies (SILVA et al., 2012).

Apesar de serem a unica opgao de diagnodstico em varios laboratorios do
Brasil, a utilizagao de sistemas manuais de classificagao de espécies de leveduras
possui algumas limitagdes criticas, entre elas a dificuldade na diferenciacédo de
espécies em situagdes que os fungos sdo muito semelhantes morfologicamente ou
nao desenvolvem estruturas reprodutivas. Além disso, testes manuais necessitam
de maior tempo de realizacéo, e podem sofrer atrasos substanciais para a definigao
de conduta no tratamento dos pacientes (PASTERNAK, 2012).

2.4.1 Diagnostico por Espectrometria de massas

Tecnologias moleculares revolucionaram o diagnostico de infecgbes por
Candida spp. nas ultimas décadas, principalmente por permitir a manipulagcéo de
microrganismos nao viaveis e por nao dependerem do crescimento fungico.
Técnicas que utilizam acidos nucléicos como a Reagdao em Cadeia da Polimerase
(PCR) sao capazes de detectar quantidades muito pequenas de material genético
fungico em amostras bioldgicas ou culturas, e por esse motivo sdo muito utilizadas

em pesquisa. Entretanto, essa metodologia possui algumas desvantagens, como o
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alto custo e a necessidade de mao de obra especializada, caracteristicas nao
atrativas para a rotina de um laboratdério clinico (PASTERNAK, 2012; SILVA et al.,
2012).

Estudos protedmicos foram desenvolvidos e incluidos como uma alternativa
para o diagndstico microbiologico rapido. O MALDI-TOF MS, sigla para “Matrix
Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight Mass Spectrometry”
consiste em um sistema baseado na espectrometria de massas para a analise de
moléculas organicas e biomarcadores. E considerada por diversos autores como
uma técnica precisa, rapida e econdmica, que pode ser utilizada para identificacao
de diversos microrganismos em isolados clinicos, incluindo fungos. Quando
aplicada a identificagao de leveduras, a técnica esta ligada a analise de proteinas
ribossomais e de parede celular (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012;
SANTOS et al., 2011).

A técnica baseia-se na incidéncia de um laser em uma placa contendo uma
matriz polimérica na qual uma colénia do microrganismo isolado € adicionada. O
laser é responsavel pela vaporizagao da amostra e ionizagdo dos analitos na fase
gasosa, que sao primeiro acelerados através de um campo eletrostatico e depois
aspirados em um tubo a vacuo. De acordo com a razao massa/carga (m/z) dessas
moléculas, estas sao separadas e levadas a um detector. O tempo de chegada ao
detector, chamado de tempo de vbo (“time of flight”), é diferente para cada molécula,
que pode ter massas moleculares variando entre 2000 e 20000 Da, com moléculas
menores levando menos tempo que moléculas maiores. A chegada ao detector
origina diferentes espectros, que sao unicos para cada espécie microbiolégica. O
grafico final é tratado em uma base de dados contendo espectros tedricos e
experimentais para diversas espécies, comparando a presenga ou auséncia de
picos referentes as proteinas analisadas (Figura 2) (CROXATTO; PROD’HOM;
GREUB, 2012; PASTERNAK, 2012).
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Figura 2 - Descricao da técnica de MALDI-TOF MS
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Fonte: Adaptado de CROXATTO; PROD’HOM; GREUB (2012).

O MALDI-TOF MS é considerado atualmente uma técnica protedmica de alto
rendimento capaz de diferenciar espécies anteriormente consideradas de dificil
identificacdo. Essa diferenciagdo muitas vezes era possivel apenas através de
outras técnicas de biologia molecular baseadas na detec¢gdo do material genético
do microrganismo, devido as semelhancgas fenotipicas entre as espécies (SANTOS
et al., 2011; CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012). A técnica permitiu
identificacdo rapida de espécies emergentes de leveduras, abrindo novas
possibilidades para a microbiologia diagnéstica e tornando possivel a diferenciagao
de microrganismos patogénicos. E importante ressaltar que os bancos de
dados se tornam mais completos e complexos a medida que a utilizagao
desta técnica aumenta (PASTERNAK, 2012).
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2.5 ANTIFUNGICOS E RESISTENCIA

Fungos patogénicos s&o conhecidamente responsaveis por provocar
doengas em humanos, infectando bilhdes de pessoas anualmente, com grande
impacto na mortalidade. Com o surgimento e maior prevaléncia de individuos
imunocomprometidos, a incidéncia de doengas graves provocadas por fungos
aumentou muito nas ultimas décadas, assim como a inefetividade de diversos
antimicrobianos existentes no mercado. No contexto de patégenos fungicos, a
pouca variedade de classes de farmacos antifungicos e a disseminagdo de
microrganismos multirresistentes tem um impacto negativo para o tratamento
dessas enfermidades (FISHER et al., 2018; LEE et al., 2021).

A resisténcia a antifungicos pode ser definida como a ndo susceptibilidade
de um patdégeno a farmacos antifungicos, determinada por teste de susceptibilidade
in vitro, podendo ser caracterizada como resisténcia intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca é aquela encontrada naturalmente em algumas espécies de
leveduras, sem exposi¢cao prévia ao farmaco; e a adquirida é aquela que se
desenvolve ap0s a exposigdo ao medicamento, em linhagens anteriormente
susceptiveis, como resultado de alteracdes na expressdo génica. E importante
ressaltar que uma linhagem pode apresentar mais de um mecanismo de resisténcia,
e que qualquer mudanga na expressdo génica pode ter efeitos aditivos no
desenvolvimento da mesma ou levar a resisténcia cruzada (SANGUINETTI;
POSTERARO; LASS-FLORL, 2015).

Os polienos foram a primeira classe de antifungicos disponiveis no mercado
para tratar infec¢des sistémicas causadas por fungos. Os farmacos mais utilizados
atualmente dessa classe, a anfotericina B (Figura 3) e a nistatina, foram introduzidos
na clinica nos anos 1950 como potentes antifungicos com agdo em uma ampla
gama de espécies. Os polienos sdo compostos fungicidas que se ligam a um
componente de membrana essencial na célula fungica, o ergosterol, e o complexo
farmaco-ergosterol leva a formacdo de poros na membrana, levando ao
extravasamento do conteudo intracelular (OSTROSKY- ZEICHNER et al., 2010).
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Figura 3 — Mecanismo de acgéao e estrutura da anfotericina B
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Fonte: Adaptado de LEE et al. (2021).

A nistatina é prescrita mais comumente na forma de pomada e suspensao
oral, para tratamento da candidiase. Ja a anfotericina B € administrada sob a forma
intravenosa e tem amplo espectro de agdo, mas € considerada téxica dependendo
da dose administrada, devendo ser usada com cautela em pacientes com problemas
renais. Essa toxicidade se da devido a interacdo do farmaco com o colesterol
presente na membrana plasmatica das células do hospedeiro, em razdo de sua
semelhanga com o ergosterol das células fungicas. A formulagdo mais utilizada é
denominada anfotericina B desoxicolato e apresenta, além da nefrotoxicidade,
outros efeitos adversos como calafrios, febre, dispnéia, hipocalemia e baixa
tolerabilidade. Em meados dos anos 1990, surgiram no mercado formulag¢des
lipidicas da anfotericina B (anfotericina B lipossomal e complexo lipidico),
oferecendo uma alternativa menos nefrotdxica para pacientes que nao respondem
a outras classes antifungicas (FISHER et al., 2018).

A diminuic&o na susceptibilidade a polienos € incomum, porém nas situacoes
em que ocorre, tem sido atribuida a alguns fatores, entre eles muta¢gdes em enzimas
envolvidas na biossintese do ergosterol do tipo ERG2, ERG3, ERG5 e ERG11, que
reduzem a afinidade de ligagcdo do farmaco ao alvo, resultando na resisténcia a sua
agao, caracteristica encontrada principalmente em C. albicans. Para C. glabrata
resistentes a polienos isoladas de amostras clinicas sdo descritas também
mutac¢des no gene ERG6. Em C. auris, o sequenciamento genético de linhagens
resistentes apds a administracao de anfotericina B revelou mutagdes em diversos
genes da sintese do ergosterol, entre eles ERG1, ERG2, ERG6 e ERG13. Além das
alteragdes genéticas, ja foi descrito o aumento da resisténcia aos polienos em
especies de Candida ap6s o tratamento com azdis, em razdo da reducdo do

conteudo de ergosterol da membrana promovido pelo uso prévio de azéis (LEE et
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al., 2021).

Os azdis sao a classe de antifungicos mais prescrita na clinica, e incluem os
triazdis fluconazol, itraconazol e voriconazol; e os imidazois cetoconazol, miconazol
e clotrimazol. Foram descobertos a partir da década de 80 e sdo considerados a
primeira escolha no tratamento das principais patologias relacionadas a infecgbes
fungicas, devido principalmente a sua ampla acéo, perfil farmacocinético favoravel
e baixa toxicidade. Atuam principalmente a nivel de membrana plasmatica, inibindo
a agao da enzima lanosterol desmetilase, que converte lanosterol em ergosterol,
responsavel pela integridade da membrana e atividade de varias enzimas e
proteinas ligadas a membrana. Com o conteudo de ergosterol diminuido na célula
fungica, a funcdo e estrutura da membrana celular se torna alterada, levando a
inibicdo do crescimento fungico (Figura 3). Mutagbes pontuais no gene ERG11
(gene que codifica a lanosterol desmetilase), hiperexpressdo de genes que
codificam bombas de efluxo (genes CDR e MDR) e alteragdes em proteinas de
parede celular e outras enzimas que participam da via de biossintese do ergosterol,
sdo alguns dos mecanismos envolvidos na resisténcia aos azois (CASALINUOVO;
DI FRANCESCO; GARACI, 2004; SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL,
2015).
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Figura 4 — Mecanismo de acao dos azéis e estrutura do
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Algumas espécies possuem resisténcia bem descrita ao fluconazol como a
C. glabrata, C. krusei e C. auris. A resisténcia de C. glabrata tem sido relacionada
com a regulagdo positiva de transportadores ABC (“ATP-binding cassette”),
responsaveis por aumentar o efluxo do farmaco. Outro mecanismo descrito envolve
a capacidade da espécie de crescer em condigbes de composi¢cao alterada do
conteldo de esterol na membrana (COLOMBO; ALMEIDA-JUNIOR; GUINEA,
2017). Para C. krusei, 0s mecanismos responsaveis pela resisténcia intrinseca sao
pouco conhecidos. Foram sugeridas mutagées no gene ERG71 e aumento da
expressao de bombas de efluxo como provaveis mecanismos. A resisténcia aos
azois exibida pela C. auris (mais de 90% dos isolados identificados apresentam
concentracdes inibitérias minimas acima das concentragdes permitidas para uso
clinico) pode ser causada pela substituicdo da sequéncia de aminoacidos no alvo
ERG11, com possiveis outros mecanismos envolvendo bombas de efluxo.
Resisténcia por parte de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis sao consideradas
raras, com estimativa global de 1,4%; 3,6% e 4,1% de resisténcia entre isolados
clinicos, respectivamente (SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015;
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A classe das equinocandinas é considerada a mais nova a ser comercializada

e incluem os medicamentos anidulafungina, micafungina e caspofungina. Agem

através da inibicdo da enzima (-(1,3)-D-glucana sintase, bloqueando a sintese da -

(1,3)-D-glucana, componente essencial para a manutencdo da integridade da

parede celular fungica. Essa agao culmina em um desequilibrio na pressdo osmética

da célula, caracterizando seu efeito fungicida. As equinocandinas tem potente

atividade contra espécies de Candida, bom perfil de seguranga e baixo potencial

para interacbes com outros medicamentos (LEE et al., 2021).

Figura 5 — Mecanismo de agéo das equinocandinas e estrutura
da caspofungina
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A B-(1,3)-D-glucana sintase é codificada pelos genes FKS1 e FKS2 e mutagdes

nesse grupo de genes sao responsaveis pela resisténcia adquirida a

equinocandinas na maioria das espécies de Candida, em especial a C. parapsilosis,
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para a qual concentragdes inibitérias minimas mais altas foram relatadas. Outro
potencial mecanismo de resisténcia envolve respostas adaptativas da célula fungica
quando submetidas a situacdes de estresse, como por exemplo a presenga do
antifungico. A inibicdo da sintese da (-(1,3)-D-glucana causa defeitos na parede
celular, que sao detectados por proteinas transmembrana, levando a ativacéao de
diversas vias de sinalizagao (via da proteina quinase C, calcineurina e glicerol de
alta osmolaridade), iniciando mecanismos de recuperagdo de danos. A parede
celular fungica tem caracteristicas dindmicas e compensatorias para aumentar a
sintese de um componente celular quando outro € inibido. Dessa forma ocorre um
aumento da sintese de quitina e a redistribuicdo de polissacarideos na parede
celular, provocando a anulagao dos efeitos das equinocandinas. Essa resposta
contribui para o fenbmeno conhecido como efeito paradoxal observado em C.
albicans, capazes de crescer exponencialmente quando altas concentragbes de
equinocandinas sao utilizadas, em razdo de seu alto conteudo de quitina
(SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015; LEE et al., 2021).

A terapéutica adotada para pacientes diagnosticados com candiduria varia
de acordo com o aparecimento de sintomas. Em pacientes assintomaticos, o ideal
€ repetir a cultura de urina para excluir contaminagao, além de avaliar se o0 paciente
possui algum fator de risco para piora da infec¢do. O tratamento antifungico nesses
casos é recomendado apenas se o paciente se enquadrar em situacdes de alto risco
para o desenvolvimento de candidemia. Para o tratamento de ITUs sintomaticas
causadas por Candida spp., o farmaco de escolha geralmente € o fluconazol, devido
a alta biodisponibilidade oral, boa tolerancia e excre¢do do farmaco na urina.
Entretanto, o fluconazol esta envolvido em algumas situa¢gdées que podem restringir
0 seu uso clinico, como a possibilidade de interagdes medicamentosas com um
grande numero de farmacos, a hepatotoxicidade e a resisténcia por parte de
algumas espécies de Candida, principalmente quando ha formagao de biofilmes.
Outros azdis como o voriconazol e o itraconazol ndo sdo muito utilizados pois nao
sdo bem excretados como farmaco ativo na urina (PAPPAS et al., 2016; ODABASI;
MERT, 2020).

As equinocandinas nao sao recomendadas como tratamento de primeira
linha em ITUs por Candida spp. pois apresentam baixas concentra¢des do farmaco
inalterado na urina. Entretanto, atingem boas concentragées no parénquima renal

e por isso sua maior utilizagao se da em infecgées complicadas (KAUFFMAN, 2014;
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PAPPAS et al., 2016). O farmaco de escolha para o tratamento das ITUs por
Candida spp. resistentes ao fluconazol é a anfotericina B desoxicolato, pois
apresenta maior excre¢cao na urina em comparagao com as formulacdes lipidicas.
Contudo, seus efeitos adversos conhecidamente nocivos para alguns grupos de
individuos podem prejudicar sua escolha como opg¢ao de tratamento. Nesses
pacientes, o uso de irrigagado do farmaco no local de agao por meio de um cateter
urinario pode ser uma alternativa no tratamento de linhagens resistentes, efeitos
adversos importantes ou intolerancia ao farmaco (KAUFFMAN, 2014; PAPPAS et
al., 2016).

O desenvolvimento de novas opgodes terapéuticas € uma grande demanda
no contexto das doencas fungicas, assim como a necessidade de prever e prevenir
a evolugao da resisténcia aos atuais antifungicos comercializados (OSTROSKY-
ZEICHNER et al., 2010). Novos agentes antifungicos vem sendo desenvolvidos nos
ultimos anos, alguns ainda em fase de pesquisa clinica e outros ja aprovados para
comercializagdo. O “Food and Drug Administration” (FDA) aprovou em junho de
2021 o ibrexafungerp, um antifungico triterpendide utilizado para tratamento da
candidiase vulvovaginal. O oteseconazol também foi aprovado com a mesma
finalidade em abril de 2022, e € o primeiro tetrazol com maior afinidade pelo CYP51
fungico, possuindo maior eficacia e menos efeitos colateriais comparado aos outros
azois. Em margo de 2023 foi aprovada a rezafungina, uma equinocandina similar
estruturalmente as outras comercializadas, porém com caracteristicas
farmacocinéticas e de estabilidade que permitem sua administracdo intravenosa
apenas uma vez por semana (MCCARTY; PAPPAS, 2021; THOMPSON Il et al.,
2024).

Ja se sabe que a terapia antimicrobiana impacta a populagdo microbiologica
e contribui para a emergéncia de espécies de patdgenos, incluindo a Candida sp.
como fonte de colonizagdo ou infeccdo. Portanto, a compreensao dos aspectos
epidemiologicos da candiduria pode promover um melhor entendimento sobre a
populagao fungica presente em individuos hospitalizados, fornecendo informagdes
sobre o perfil de susceptibilidade aos atuais antifungicos disponibilizados na rotina

hospitalar.
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2.6 COMPOSTOS DE ORIGEM NATURAL COM POTENCIAL ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

O grande desenvolvimento de resisténcia por parte das linhagens fungicas e
o advento de novas espécies com resisténcia intrinseca identificadas em unidades
hospitalares reforca a necessidade de encontrar opgdes para o tratamento das
principais doengas fungicas. Compostos naturais oferecem uma alternativa frente a
demanda de se obter novos compostos com atividade antifungica (FABRI et al.,
2021; HARLEY et al., 2022).

Diversos compostos bioativos com atividades antifungicas foram
caracterizados e isolados de extratos vegetais. No trabalho de Martins et al. (2015),
o extrato aquoso de Salvia officinalis apresentou atividade antifungica na maioria de
linhagens de Candida spp. testadas, possivelmente relacionada a alta concentragao
de compostos fendlicos e flavondides no extrato, incluindo acido rosmarinico e
luteolina-7-O-glucoronideo. Outras espécies com importante atividade antifungica
descritas s&o Rosmarinus officinalis, Arrabidaea chica e Mentha piperita, com
concentragdes inibitorias minimas variando entre 60 a 1 ug/mL (HOFLING et al.,
2010).

Promover a aplicagdo de antifungicos naturais derivados de plantas como
uma possivel abordagem para o tratamento de candiduria recorrente e prevengéo
de infecgdes ja esta sendo foco de estudo de alguns trabalhos, porém com maiores
informacdes restritas a C. albicans. Alshami e Alharbi (2014) testaram a atividade in
vitro do extrato de calices de Hibiscus sabdariffa contra linhagens clinicas de C.
albicans resistentes a fluconazol, isoladas de pacientes com candiduria recorrente;
além dos efeitos do extrato na formacéo de biofilmes por C. albicans uropatogénica.
Os autores verificaram que o extrato inibiu significativamente o crescimento fungico
(atividade fungistatica), prevenindo a formacéo in vitro de biofilme. O extrato de H.
sabdariffa € conhecidamente possuidor de alta concentracdo de compostos
fendlicos, incluindo flavondides e cianidinas, possivelmente responsaveis pelas
atividades encontradas.

Outros estudos também mostraram a aplicagdo de compostos fendlicos,
como as proantocianidinas encontradas em extrato de cranberry, para prevengao
de ITUs. Os resultados encontrados foram a inibicao da aderéncia celular, reduzindo

a formacao de biofilmes urinarios de C. albicans em dispositivos de poliestireno ou
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silicone (FELDMAN et al., 2012; SUNDARARAJAN et al., 2018).

Um medicamento novo derivado de plantas denominado Itxasol© foi
autorizado recentemente na Espanha para o tratamento adjuvante de ITUs. E
composto por - arbutin, umbeliferona e N-acetil I-cisteina, que agem reduzindo a
inflamacéo, a formagao de biofilmes e 0 numero de microrganismos viaveis no trato
urinario. O arbutin € um glicosideo derivado das folhas de Arctostaphylos uva-ursi,
que depois de metabolizado in vivo, € transformado em glicose e hidroquinona, esta
ultima responsavel pelas atividades antimicrobiana e de redugdo da inflamagao
renal. A umbeliferona € uma cumarina extraida de uma série de frutas e plantas,
com atividades antitumoral, antioxidante, anti-inflamatéria e protetora renal. A N-
acetil I-cisteina é um precursor da glutationa, capaz de reduzir os niveis de espécies
reativas de oxigénio, com capacidade de destruir ou reduzir a formagéao de biofilmes
bacterianos ou fungicos. Todos esses componentes se mostraram eficazes contra
C. albicans, com a premissa da possibilidade da sua utilizagado por um periodo maior

de tempo, sem gerar resisténcia microbiana (CELA-LOPEZ et al., 2021).

2.6.1 Espécies vegetais com potencial atividade antifungica

Dentro do conjunto de espécies vegetais conhecidas por apresentarem
atividades antimicrobianas, algumas espécies foram selecionadas para serem
abordadas nesse trabalho, entre elas: Amaranthus viridis, Stachys lanata,
Pothomorphe umbellata, Renealmia petasites e Glycyrrhiza inflata.

Amaranthus viridis L. (Amaranthaceae), conhecida como “caruru”, € uma
planta cultivada em diferentes localidades ao redor do mundo e com diversos usos
terapéuticos, entre eles: antinflamatério, antiulceroso, antiasmatico, antilipémico,
analgésico, antipirético, diurético e para o tratamento de doengas reumaticas e
diabetes mellitus. E considerada uma planta alimenticia ndo convencional (PANC)
popularmente utilizada em saladas e como incremento em cozidos. Em sua analise
fitoquimica foram encontrados diversos metabdlitos secundarios, entre eles
flavondides e compostos fendlicos em maior quantidade, seguido de alcaldides,
esterdides, aminoacidos e proteinas. Alguns dos componentes fendlicos mais
encontrados e com propriedades antioxidantes s&o o acido gulénico, kaempferol e
acido clorogénico (KUMAR; LAKSHMAN; KN, 2011; DEVI; 2018; KRISHNA et al.,
2023).
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Um dos componentes bioativos da A. viridis, o kaempferol (flavondide), assim
como o extrato metandlico da planta inteira, mostrou uma importante atividade
profilatica contra cardiotoxicidade, lipotoxicidade, estresse oxidativo e disfuncao
cardiaca induzida em ratos (KRISHNA et al., 2023). Em relagéo a outro componente
ativo, uma lectina isolada das sementes de A. viridis, foi observada uma acao efetiva
desta contra dois fungos fitopatogénicos (Botrytis cinerea e Fusarium oxysporum)
no estudo de Kaur et al. (2006); além de apresentar atividade antiproliferativa de
tumores em um modelo murino proposto no mesmo estudo.

Conhecida popularmente como “peixinho da horta”, a Stachys byzantina K.
Koch (sin. Stachys lanata Jacp.), pertencente a familia Lamiaceae, € uma PANC
distribuida em paises tropicais e subtropicais. O género Stachys também é
conhecido pelo uso como planta medicinal por suas propriedades antinflamataria,
antinociceptiva, ansiolitica e antimicrobiana, além do tratamento da tosse, dores de
garganta, infecgdes de pele, problemas digestivos, disturbios respiratérios, tumores
e doengas renais. Estudos fitoquimicos detectaram a presenga de glicosideos
feniletandides, terpendides, esterdides, diterpenos, saponinas e flavondides, que
conferem importantes atividades antioxidantes para o género (SAEEDI et al., 2008;
EBRAHIMABADI et al., 2010; AMINFAR; ABTAHI; PARASTAR, 2019).

Extratos metandlicos de partes aéreas e flores de algumas espécies de
Stachys, entre elas a S. byzantina, apresentaram atividade antibacteriana,
principalmente contra cocos gram-positivos (Staphylococcus aureus PTCC 1112),
porém nao apresentaram atividade antifungica contra C. albicans PTCC 5027
(SAEEDI et al., 2008). Ja o 6leo essencial de S. byzantina, apresentou boa atividade
contra C. albicans ATCC 10231, com concentracdo inibitéria minima (CIM)
encontrada de 250 uyg/mL (DUARTE et al., 2005).

Pothomorphe umbellata, também nomeada Piper umbellatum L., Lepianthes
umbellata L. Raf. e Peperomia umbellata L. Kunth, é popularmente conhecida no
Brasil como “caapeba” ou “pariparoba”, e é frequentemente usada na medicina
popular como tratamento para diarréia, queimaduras, disturbios hepaticos, febre,
inflamacao e reumatismo. Alguns estudos demonstratam a presenca de amidas,
flavondides, terpenos e alcaléides como constituintes fitoquimicos dessa espécie;
com énfase especial no 4-nerolidilcatecol, um dos principais constituintes bioativos
encontrados na P. umbellata, com efeitos ja descritos antitumorais, antimalaricos e
antihelminticos (ROERSCH, 2010; COSTA et al., 2023; GUIMARAES et al., 2023).
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Outra propriedade desta planta muito descrita na literatura é sua atividade
antioxidante (ROERSCH, 2010; FERNANDES et al., 2013). O extrato etandlico de
folnas de P. umbellata apresentou a melhor atividade antioxidante, quando
comparado as extragbes agua-metanol, cloreto de metileno, acetato de etila, 4-
nerolidilcatecol isolado e algumas fragdes de esterdis. Os autores atribuiram esse
resultado a maior presenca de compostos polares no extrato etandlico, o que
aumentaria a solubilidade e estabilidade de outros constituintes ativos. Estes
compostos podem agir sinergicamente com o 4-nerolidilcatecol, melhorando seus
parametros farmacocinéticos e aumentando significativamente sua atividade
antioxidante (LOPES et al., 2013).

Isobe, Ohsaki e Nagata (2002) isolaram 4 compostos das partes aéreas de
P. umbellata: N-benzoilmescalina, wogonina, uvangoletina e 3-sitosterol. O principal
componente, a N-benzoilmescalina, mostrou atividade antibacteriana quando
testada em linhagens de Helicobacter pylori NCTC 11637, com CIM de 2,5 ug/mL.

A espécie Renealmia petasites Gagnep (Zingiberaceae), € popularmente
conhecida no Brasil como “pacova”’ ou “bananeira do mato”, muito cultivada na
regiao sul e sudeste do pais. Seu uso na medicina popular envolve o alivio da dor e
reducao da inflamagao (NEGRELLE, 2015).

Um estudo in vitro utilizando o extrato hidroalcoodlico de rizomas, caules e
folhas de R. petasites demonstrou a potente atividade antioxidante da planta; além
da inibicdo da producédo de mediadores inflamatdérios, como o éxido nitrico, anion
superoéxido, fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6). Estas
atividades encontradas foram associadas ao conteudo de compostos polifenélicos
presentes na espécie, como flavonoides e diarilheptanodides (SOARES et al., 2021).
Diarilheptanodides sédo substancias que possuem uma gama de propriedades
bioldgicas distintas, incluindo atividade antioxidante, antinflamatéria, antitumoral,
neuro-protetora, estrogénica, antitripanossémica, antiviral e leishmanicida
(ALBERTI; RIETHMULLER; BENI, 2018).

Atividades antifungicas ja foram descritas para o género Renealmia. Rangel
(2010) identificou atividade sobre C. krusei LMGO 174 (CIM de 31,5 ug/mL), C.
parapsilosis ATCC 22019 e C. glabrata LMGO 44 (CIM em ambas de 125 ug/mL),
assim como para Cryptococcus neoformans (CIM de 7,81 ug/mL), quando testado
o extrato diclorometanico do rizoma de Renealmia alpinia. Ja Silva (2008)

evidenciou 100% de inibicado do desenvolvimento de Trichophyton rubrum com a
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utilizagao do extrato hexanico de folhas de R. alpinia.

Alcaguz € araiz de plantas do género Glycyrrhiza (Fabaceae). Seu uso como
medicamento em regides da Europa e Asia é datado de milhares de anos atréas,
eficaz no tratamento da asma, tosse, doencas hepaticas e intoxicagdes alimentares
e medicamentosas. Algumas de suas espécies mais comuns, Glycyrrhiza inflata
Bat., Glycyrrhiza glabra L., e Glycyrrhiza uralensis Fisch sdo muito usadas na
industria alimenticia e farmacéutica, em razao de seu sabor doce. A maioria de seus
constituintes s&o triterpendides e flavonoides, com diferentes predominios entre as
espécies: G. glabra e G. uralensis possuem um perfil rico em isoflavonas preniladas,
enquanto a G. inflata possui um predominio de retrochalconas, um grupo de
flavonoides precursores de varios compostos heterociclicos. Outro metabdlito muito
conhecido entre as espécies, a dlicirrizina, € uma saponina triterpendide e € a
grande responsavel pelo sabor “adocicado” conferido aos produtos contendo
derivados da planta (YANG et al., 2017; ALI et al., 2022; VAN DINTEREN et al.,
2022).

Investigagdes fitoquimicas dos extratos de raizes de alcaguz revelaram que
os flavondides e chalconas sao os compostos mais importantes relacionados com
suas atividades antimicrobianas. Um estudo prévio com compostos isolados de
raizes de alcaguz, obtiveram uma CIM de 16 ug/mL para glabridina (composto mais
encontrado em G. glabra), 26 ug/mL para licochalcona A (mais encontrado em G.
inflata) e 16 yg/mL para glicicumarina (muito encontrado em G. uralensis), quando
testadas em S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) OM481 (HATANO et al.,
2000).

Ha relatos na literatura sobre a atividade antifungica da G. glabra, atribuida a
presencga de glabridina. Roque et al. (2018) encontrou que o extrato etandlico de
raizes e galhos de G. glabra continha glabridina e foi o extrato que mais apresentou
atividade contra C. albicans ATCC 10231 (atividade fungistatica), atingindo uma
CIM de 625 pg/mL. Ja Fatima et al. (2009) obteve a glabridina isolada através do
extrato bruto de raizes de G. glabra, na qual foi mais potente contra linhagens de C.
albicans resistentes a anfotericina B (MTCC 1637). Além disso, os autores
encontraram que o extrato etandlico de G. glabra foi também eficaz contra outras
linhagens de C. albicans resistentes, além de alguns fungos filamentosos, como o
Nannizzia gypsea, com CIM de 15,6 pg/mL. A atividade foi avaliada também para

alguns isolados clinicos de leveduras patogénicas e foi encontrada CIM de 125
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pg/mL para C. albicans (KGCal01) e C. krusei (PGCk01).

As atividades bioldgicas de extratos de G. inflata foram menos abordadas na
literatura, com informacgdes mais encontradas a respeito de compostos isolados da
planta. Zhou e Wan (2015), ao testarem 9 constituintes fendlicos e dihidroflavonas
isolados de extratos etandlicos das partes aéreas de G. inflata, encontraram que
apenas um dos compostos testados apresentou moderada atividade antibacteriana
contra S. aureus ATCC 25923 (CIM de 50 pyg/mL) e Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984 (CIM de 12,5 pyg/mL). Em relacdo as suas propriedades
antiparasitarias, o extrato bruto de G. inflata foi capaz de matar 100% de vermes
adultos de Schistosoma mansoni. Ja a licoflavona B, isolada do extrato, exibiu a
melhor atividade esquistossomicida, quando testada em conjunto com outros
compostos isolados de G. inflata contra vermes adultos (CARVALHO et al., 2015).

Podemos observar dessa forma, que as plantas brasileiras representam uma
importante fonte de novas substancias com potencial atividade antimicrobiana, seja
pelo seu uso na medicina popular ou pela variedade de substancias quimicas
presentes nessas plantas. O estudo de espécies vegetais pode ser de grande
importancia para a descoberta de novas atividades e para a potencial aplicagao no

tratamento de doencas infecciosas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil epidemioldgico e de susceptibilidade a agentes antifungicos
comerciais e a novos compostos de origem vegetal de leveduras do género Candida,
isoladas em urina de pacientes internados com candiduria em um Hospital

Universitario da Zona da Mata Mineira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os aspectos epidemiologicos e de associagao entre fatores clinicos e
decorrentes da internacao de pacientes com candiduria;

e Identificar através da técnica molecular de MALDI-TOF MS leveduras
isoladas de individuos com candiduria no periodo de marco de 2021 a janeiro
de 2023, comparando os resultados com a identificagcao prévia realizada na
rotina do Hospital Universitario;

e Realizar a triagem das amostras suspeitas de identificagdo como C. auris a
partir do procedimento estabelecido pelo comunicado de Risco n° 01/2017
da ANVISA;

e Avaliar o perfil de susceptibilidade aos principais antifungicos comercializados
em amostras de leveduras isoladas de individuos com candiduria no periodo
de marcgo de 2021 a janeiro de 2023, e correlacionar a utilizagdo de farmacos

antifungicos com o perfil de susceptibilidade das amostras;

e Avaliar o potencial antifungico dos extratos de Stachys lanata, Glycyrrhiza
inflata, Pothomorphe umbellata, Renealmia petasites e Amaranthus viridis
em amostras de Candida sp. resistentes a um ou mais antifungicos

testados.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo das amostras coletadas de pacientes com candiduria é caracterizado
como um estudo transversal, retrospectivo, observacional e descritivo. Foram
selecionadas amostras de fungos isoladas de urinas de pacientes internados, obtidas
de colegbes do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Juiz de Fora (HU-UFJF/EBSERH), no periodo de margo de
2021 ajaneiro de 2023.

O HU-UFJF é uma instituicao financiada pelo Sistema Unico de Saude (SUS)
e sem fins lucrativos, gerido pela Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares
(EBSERH). E composto por 131 leitos de internagéo, os quais sdo distribuidos nos
seguintes setores: Cirurgia do Homem (CH), Cirurgia da Mulher (CM), Medicina do
Homem (MH), Medicina da Mulher (MM), Nefrologia (NEFRO), Ginecologia (GN),
Pediatria (PED), Centro de Terapia Intensiva (CTI) e Transplante de Medula Ossea
(TMO).

O critério de inclusdo foi a presenca de uma amostra de urina positiva
para Candida sp., com contagem superior a 10* UFC/mL (ALVAREZ-LERMA et
al., 2003; PADAWER et al, 2015; ODABASI; MERT, 2020). Amostras
provenientes de ambulatérios ou individuos nao internados foram excluidas do
estudo, assim como as que néo foi possivel sua recuperacgao.

As amostras foram coletadas no periodo em questao, em pacientes de ambos
0s sexos, internados em enfermarias, clinicas cirdrgicas ou CTIl. Foram coletados
dados secundarios do prontuario medico eletronico dos pacientes como: idade, sexo,
desfecho, tempo total de internacao, tempo a partir da internagao até o isolamento
de Candida sp. em amostras de urina, utilizagao de cateter venoso, arterial ou vesical
de demora, nutricado parenteral, submissdo a procedimentos invasivos ou cirurgia,
infeccdo associada, neutropenia, doengas de base/crénicas, utilizagdo de drogas
antimicrobianas e motivo da internacéo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, sob o parecer do
comité CAAE numero 12659619.5.0000.5147. Foi solicitado o Termo de Dispensa

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, uma vez que se trata de um estudo
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retrospectivo, em que néo serdo necessarias coletas de novas amostras e dados
dos pacientes.

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.

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

As amostras foram previamente identificadas através de métodos fenotipicos
manuais utilizados na rotina de identificagdo microbiolégica do laboratério. Para
identificacdo de leveduras, os testes selecionados foram: repique das colénias em
agar cromogénico CHROMagar® Candida (Sigma-Aldrich, EUA), prova do tubo
germinativo, prova da urease, microcultivo em agar fuba e
auxanograma/assimilacao de carboidratos (PADAWER et al., 2015; ODABASI,
MERT, 2020).

No momento da realizagdo dos testes fenotipicos para a identificagdo das
espécies, foi também realizada a triagem de potenciais amostras de C. auris. As
amostras que poderiam ser enquadradas como suspeitas de acordo com a Nota
Técnica GVIMS/GGTES/ANVISA N° 02/2022 seriam aquelas que apresentassem as
seguintes caracteristicas: CHROMagar® Candida na coloragao lilas, rosa claro ou
creme, tubo germinativo e urease negativos, crescimento a 42° auséncia de
capsula e de pigmentos carotendides em agar Sabouraud e auséncia de hifas ou
pseudohifas em agar fuba. Se esses critérios fossem preenchidos, a orientagao da
ANVISA é encaminhar os isolados para o laboratério de referéncia do estado
(LACEN) para a realizagdo de MALDI-TOF MS ou sequenciamento genético
(ANVISA, 2022).

Apos a separacao das amostras incluidas no estudo, foi realizado o repique
das mesmas para o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Kasvi, S&o
José dos Pinhais, Brasil). As amostras que nao apresentaram crescimento foram
inoculadas no meio de cultura liquido Infusdo de Cérebro-Coracéao (BHI) (Kasvi, Sdo
José dos Pinhais, Brasil). para recuperagédo. Apds a recuperagdo das amostras
fungicas, uma aliquota foi armazenada em meio Skim Milk acrescido de glicerol 20%

e transportadas para o Centro de Estudos em Microbiologia (CEMIC) da
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Universidade Federal de Juiz de Fora para congelamento a -20°C até a data de
envio para identificagdo por MALDI- TOF MS. Uma segunda aliquota foi mantida
também congelada para a realizagao dos ensaios de susceptibilidade a antifungicos

e a novos compostos de origem natural.

4.3 IDENTIFICAGCAO E ANALISES DE DADOS POR MALDI-TOF MS

As amostras de leveduras foram utilizadas para confirmagao da identificacédo
por MALDI-TOF MS, em colaboragao com pesquisadores do Instituto Paulo de Goées
da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

As amostras foram subcultivadas em meio de cultura ASD a 35,0 + 2,0°C em
aerobiose por 48 horas, com a finalidade de se obter culturas novas. A extracao de
proteinas foi realizada utilizando acido férmico (AF)/etanol (EtOH), de acordo com
o protocolo Bruker Daltonics GmbH. 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 solugéo padrao de bactéria e levedura de referéncia
(Bruker Daltonics) foi utilizado como controle positivo. Linhagens de referéncia de
Candida albicans (INCQS 40175) e Candida krusei (INCQS 40147) foram utilizadas
como controle positivo para leveduras. Apds secagem, todos os pogos foram
cobertos com a solugao matriz a- ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) preparada de
acordo com o protocolo do fabricante. As linhagens padrao e os fungos isolados
foram ent&o identificados 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, os quais foram comparados com os principais dados dos espectros
de massa de referéncia selecionados a partir do banco de dados Bruker Daltonics
(BDAL) e a biblioteca CBS-KNAW.

Em seguida, os resultados obtidos pelo MALDI-TOF MS foram pontuados
como valores de log de acordo com as orientag¢des do fabricante e foram classificados
como: seguranca de género e identificacdo de espécie (> 2,0), garantia de
identificac&o de género (1,7 - 2,0) e identificacdo ndo confiavel - NRI (< 1,7). Neste
estudo foram considerados confiaveis os resultados obtidos com valores de log
acima de 1,7; valor definido como adequado para a identificagao de leveduras, uma

vez que valores acima desse ponto de corte ndo levaram a um aumento na taxa de
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identificagcbes errdneas (PINTO et al., 2011; NORMAND et al., 2020).

Os espectros de massa obtidos para identificagdo durante as medigdes foram
visualizados por Bruker Flex Analysis software versao 3.3.75.0 e investigado por
ClinProTools versao 3.0 do software BrukerDaltonics. Para as amostras em que
nenhum pico foi encontrado, uma etapa adicional de extragcéo proteica com acido
férmico e etanol foi realizada, de forma a otimizar o processo de extracdo e a

geracgao de melhores pontuagdes espectrais.

4.4 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS AGENTES ANTIFUNGICOS

As amostras isoladas de leveduras do género Candida foram submetidas a
testes de susceptibilidade aos seguintes antifungicos disponibilizados
comercialmente: anfotericina B 20 pg, fluconazol 25 g, itraconazol 8ug, voriconazol
1ug, caspofungina 5ug e nistatina 100Ul, todos da marca Liofilchem® (ltalia). O
método realizado foi o disco-difusdo, de acordo com os protocolos do Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) documento M44 (2018). Todos os testes
foram realizados em duplicata juntamente com linhagens padrao de C. parapsilosis
ATCC® 22019 e C. tropicalis ATCC® 750, segundo interpretacdo do CLSI,
documento M60 (2020).

As leveduras armazenadas foram recuperadas através de repique em ASD e
incubacdo em estufa em aerobiose a 35 + 2°C por 24 a 48 horas. A partir do
crescimento, foram feitas suspensdes em solugcédo salina estéril a 0,9%, com
turvacgao correspondendo a escala 0,5 de McFarland (1 x 108 a 5 x 10° células/mL),
ajustando a densidade celular através de leitura em espectrofotdmetro (Kasvi, S&o
José dos Pinhais, Brasil) a 530 nm. As suspensdes foram entdo semeadas com o
auxilio de swabs esterilizados em agar Mueller Hinton (Difco, EUA) suplementado
com 2% de glicose e 0,5 uyg/mL de azul de metileno (pH 7,2 a 7,4).

Discos de papel impregnados com os antifungicos citados foram aplicados
sobre a superficie dos meios de cultura inoculados com a suspenséao de leveduras.
As placas foram entdo incubadas em estufa bacteriolégica (Pro-lab, Sdo Paulo,
Brasil), em aerobiose a 35 + 2°C por 24 a 48 horas. Apds o periodo de incubacéo,
os halos de inibigdo do crescimento foram medidos e os resultados interpretados
como linhagem resistente (R), intermediaria (l) ou sensivel (S), de acordo com o

documento M60 do CLSI (2020). Para a leitura dos halos de inibicdo nao
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padronizados pelo CLSI, a consulta foi realizada a partir das informagdes contidas
na bula do fabricante ou a partir de dados fornecidos na literatura cientifica. Leituras
onde ndo houve presenca de halo foram consideradas linhagens resistentes
(ESPINEL-INGROFF, 2007; ARENDRUP, 2001, 2013).

4.5 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE A NOVOS COMPOSTOS DE ORIGEM
NATURAL

Para a realizagdo do teste de susceptibilidade a compostos vegetais, foi
utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo do CLSI
M27 (2017), de forma a determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) do extrato
vegetal capaz de inibir o crescimento fungico.

Os extratos utilizados das 5 espécies vegetais - Amaranthus viridis, Stachys
lanata, Glycyrrhiza inflata, Pothomorphe umbellata e Renealmia petasites (Tabela 2)
foram testados nas seguintes concentragdes: 1000 ug/mL; 500 ug/mL; 250 pg/mL;
125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 pg/mL; 15,63 pg/mL e 7,81 pyg/mL. As solugdes
estoques dos extratos foram preparadas utilizando como solvente uma solucao de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EUA) 10% em agua destilada ou DMSO +
Tween 80 (Sigma-Aldrich, EUA) 10% em &agua destilada (apenas na preparagao da

solucdo de S. lanata).

Tabela 2 — Caracteristicas dos extratos utilizados nas analises de teste de susceptibilidade

a compostos naturais

PARTE DAPLANTA

ESPECIE VEGETAL UTILIZADA TIPO DE EXTRATO
Renealmia petasites Raizes Extrato hidroalcodlico
Pothomorphe umbellata Raizes Extrato hidroalcodlico
Glycyrrhiza inflata Raizes Extrato seco
Stachys lanata Folhas Lavagem glandular
Amaranthus viridis Raizes, caules, folhas e flores Extrato hidroalcodlico

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

As leveduras armazenadas que apresentaram resisténcia a um ou mais

antifungicos testados foram recuperadas através de repique em ASD e incubagédo em
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estufa em aerobiose a 35 £ 2°C por 24 a 48 horas. A partir do crescimento, foram
feitas suspensdes em solugédo salina a 0,9%, com turvagao correspondendo a escala
0,5 de McFarland.

Foram adicionados 200 yL de meio Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640) (Sigma-Aldrich, EUA) e 160 uL das solugbes estoque de amostras
vegetais nos primeiros pogos das microplacas esterilizadas, de onde se partiu as
proximas diluigdes, de forma a obter concentragbes de 1000 a 7,81 pyg/mL dos
extratos. Nos demais pocgos foram adicionados 180 uL de meio RPMI 1640. Por fim,
20 pL de 10%° UFC/mL (de acordo com os padrdes de turbidez 0,5 McFarland) de
suspensao fungica padronizada preparada anteriormente foram inoculadas nas
microplacas e o teste foi realizado em um volume final de 200 uL. Apds a inoculagao
das leveduras as placas foram incubadas em aerobiose a temperatura de 35°C por 24
horas.

Todos os testes foram realizados simultaneamente utilizando como farmaco de
referéncia a anfotericina B, em concentracdes seriadas de 16 pyg/mL a 0,125 pg/mL,
juntamente com linhagens padréo de C. parapsilosis ATCC® 22019 e C. tropicalis
ATCC® 750, segundo interpretacdo do CLSI, documento M60 (2020). Além disso,
foram preparados controle positivo ou de crescimento dos fungos (utilizando 180 pL
do meio RPMI 1640 e 20 uL da suspensao de leveduras), controle de esterilidade do
meio de cultura (apenas o meio RPMI), controle negativo (solugdo do extrato + meio
RPMI) e controle do solvente (DMSO ou DMSO + Tween 80 + meio RPMI + suspensao
de leveduras). A leitura da inibicdo do crescimento dos fungos foi realizada
visualmente, através da comparag¢ao do crescimento nos controles com o observado
em cada concentracio do extrato. Os valores de CIM foram calculados como a menor
diluicdo mostrando inibicdo completa da linhagem testada, visualizada pela auséncia
de turbidez nos pogos. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Para determinar a concentragao fungicida minima (CFM), uma amostra de
cada poco que ndo apresentou crescimento visivel de leveduras no ensaio CIM foi
plaqueada em placas de Sabouraud recém-preparadas e posteriormente incubadas
em aerobiose a 35 + 2°C por 24 horas, para avaliar a viabilidade em meio sélido e a
atividade fungicida de cada produto testado (SPENCER e SPENCER, 2004). A CFM
foi expressa como a concentracdo do extrato que n&o apresentou qualquer

crescimento no agar.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram organizados em planilhas do Microsoft Excel
2013®, realizando o estudo descritivo dos dados e demonstrando a frequéncia
absoluta e relativa. Para analisar a correlagao entre o antifungico testado, a expresséao
fenotipica de resisténcia e o desfecho ébito foram utilizadas a analise de variancia por
ANOVA, seguida pelo teste de comparagdo de Bonferroni. Para analise de
significancia e variancia entre amostras independentes, a ferramenta utilizada foi o
GraphPad Prism versao 8.0.1® (software GraphPad, San Diego, CA, EUA), com o
valor de p considerado < 0,05. Por fim, para analise de concordancia e comparagao

dos métodos utilizados na identificagdo dos isolados foi utilizado o coeficiente kappa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PERFIL CLINICO E PREVALENCIA DE ESPECIES FUNGICAS

No periodo de estudo compreendido entre margo de 2021 a janeiro de 2023,
apos a aplicacao de critérios de inclusao e exclusao, foram coletadas 107 amostras
de 75 pacientes diferentes. O numero de pacientes foi menor que o numero de
amostras pois algumas amostras pertenciam ao mesmo paciente, porém coletadas
em periodos diferentes.

A partir dessas analises, 25% (n=19) dos individuos pertenciam ao sexo
masculino e 75% (n=56) ao sexo feminino. A idade variou de 21 a 95 anos, com
uma media de 63,8 anos, a mediana 67 anos e desvio padrédo igual a 16,6.
Estratificando os individuos de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), a maioria foi constituida por idosos (67%; n=50), seguidos de adultos (33%;
n=25). Com relagao aos individuos idosos, houve maior concentragao na faixa etaria
entre 60 a 70 anos (32%; n=24).

Em relacdo as unidades de internacdo, a maioria das amostras de culturas
de urina positivas para Candida sp. eram de pacientes que estavam no momento
internados no CTI (44,9%; n=48). Os demais pacientes pertenciam a Clinica Médica
Feminina (19,6%; n=21), Clinica Cirdrgica Masculina (14,9%; n=16), Clinica
Cirargica Feminina (13,1%; n=14) e Clinica Médica Masculina (7,5%; n=8) (Grafico

1),
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Grafico 1 — Numero de amostras positivas para Candida spp. isoladas de urina de

pacientes, de acordo com unidades de internagao
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

E importante ressaltar que todo o periodo de estudo aconteceu durante a
pandemia de COVID-19 e por esse motivo alguns pacientes foram realocados em
enfermarias diversas (com exceg¢ao do CTI), de acordo com a disponibilidade de
leitos. Essa agao foi necessaria devido ao rapido avango de sinais e sintomas dos
pacientes acometidos pela doenga e a necessidade do cumprimento de protocolos
adotados pelo hospital, com a finalidade de diminuir ou evitar a transmissao do virus
entre pacientes, profissionais de saude e acompanhantes/familiares.

70 pacientes (93,3%) receberam algum tipo de intervencgao invasiva, como o
uso de cateter venoso ou arterial, intubagéo orotraqueal, traqueostomia ou cirurgia.
Em relagéo a utilizagdo de cateter vesical de demora, foi encontrado um alto numero
de individuos (90,6%; n=68). 29 pacientes (38,6%) tiveram o6bito como desfecho
clinico e 46 (61,3%) receberam alta apds avaliagdo médica.

As principais causas de internagdes entre os individuos avaliados nesse
estudo foram: infeccdo do trato urinario (19%; n=14), COVID-19 (19%; n=14),
pneumonia (9%; n=7), procedimentos cirurgicos diversos (8%; n=6), neoplasias (8%;
n=6), insuficiéncia cardiaca descompensada (7%; n=5), sindromes colestaticas (7%;
n=5), cirrose hepatica (5%; n=4), crise convulsiva (4%; n=3) e insuficiéncia renal
aguda (4%; n=3).
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O tempo de internagao variou de 3 a 192 dias, com uma média de 40 dias de
permanéncia hospitalar. Quando avaliado o tempo de internagdo até o isolamento
das leveduras em amostras de urina, verificou-se uma meédia de 12,8 dias de
permanéncia hospitalar. Apenas quatro individuos foram classificados como higidos
e sem a presencga de patologias ou condigdes cronicas pré-existentes no momento
da internacdo. As condicbes pré-existentes mais comuns entre os pacientes
internados foram: hipertengao arterial sistémica (71%; n=53), diabetes mellitus (44%;
n=33), obesidade (13%; n=10), hipotireoidismo (11%; n=8), insuficiéncia cardiaca
congestiva (9%; n=7), tumores (8%; n=6), insuficiéncia renal crénica (7%; n=5),
infecgdes do trato urinario de repeticdo (5%; n=4) e doenga pulmonar obstrutiva
cronica (5%; n=4).

Apenas dois (2,6%) individuos avaliados ndo foram submetidos a nenhum
tratamento antimicrobiano. 73 (97,3%) dos 75 individuos avaliados receberam
tratamento antibacteriano, com uma média de quatro antibacterianos por paciente
durante o periodo de internag&o. Em relagé&o aos antifungicos, 31 (41,3%) pacientes
receberam tratamento durante o periodo avaliado.

Os principais antifungicos utilizados no manejo terapéutico dos individuos
neste estudo foram: fluconazol (26,6%; n=20) e micafungina (6,6%; n=5), seguido de
anfotericina B (5,3%; n=4), nistatina endovaginal e itraconazol (ambos 1,3%; n=1).
Quatro pacientes fizeram uso de mais de um antifungico, dois (2,6%) destes
utilizaram fluconazol e micafungina e dois (2,6%) fluconazol e anfotericina B.

Os dados clinico-epidemiolégicos apresentados podem ser verificados na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Perfil clinico-epidemioldgico de individuos com candiduria no periodo de margo
de 2021 a janeiro de 2023

Parametros | Candiduria - n (%)
Sexo Feminino 56 (75)
Masculino 19 (25)
Idade 21 - 40 anos 7 (9,3)
41 - 60 anos 18 (24)
> 60 anos 50 (66,7)
Fatores de risco Internagdo > 21 dias 52 (69,3)
Uso de catéter venoso/arterial 50 (66,7)
Uso de sonda vesical de demora 68 (90,7)
Ventilagdo mecanica invasiva 35 (46,7)
Procedimento cirurgico 23 (30,7)
Bacteriuria 18 (24)
Neutropenia 1(1,3)
Infecgao por HIV 1(1,3)
Nutricdo parenteral 1(1,3)
Diabéticos 33 (44)
Nefrolitiase 3 4)
Transplante renal 1(1,3)
Insuficiéncia renal 33 (44)
Uso de antimicrobianos Antibacteriano isolado 44 (58,7)
Antibacteriano + fluconazol isolado 16 (21,3)
Antibacteriano + itraconazol isolado 1(1,3)
Antibacteriano + anfotericina B isolada 2 (2,7)
Antibacteriano + nistatina isolada 1(1,3)
Antibacteriano + micafungina isolada 3 (4)
Antibacteriano + 2 antifingicos 4 (5,3)
Desfecho Alta médica 46 (61,3)
Obito 29 (38,7)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O desfecho o6bito foi verificado em 29 individuos (38,7%), em sua maioria
mulheres (75,9%; n=22), com média de 69 anos de idade e 43 dias de internagéo
hospitalar. Todos os pacientes citados que foram a ébito utilizaram sonda vesical
de demora. As causas mais prevalentes de ébito foram sepse (31%; n=9), COVID-
19 (17,2%; n=5), insuficiéncia cardiaca congestiva (10,3%; n=3), neoplasias
(10,3%; n=3) e disfuncdo orgénica (10,3%; n=3).

O total de individuos que foram internados devido ao diagndstico de COVID-

19 ou que desenvolveram a condicdo durante o periodo de internacdo foram 20
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(26,7%). Sabe-se que a infecgao por SARS-CoV-2 provoca danos importantes em
tecidos, além de alteragdes metabdlicas e imunoldgicas, o que predispde infecgbes
secundarias por outros microrganismos (HOENIG et al., 2022). Singulani et al.
(2023) encontrou o uso de corticosteroides e antibacterianos como fatores de risco
associados a candiduria em pacientes com diagnéstico simultdneo de COVID-19.
Além disso, os autores revelaram uma associacdo entre essa coinfeccdo com
periodos mais longos de hospitalizagdo e maior taxa de mortalidade dos pacientes
avaliados.

O predominio de espécies isoladas através da identificacdo pela rotina
laboratorial do hospital foi de C. albicans (43,9%; n=47), seguida por C. glabrata
(23,4%; n=25), C. tropicalis (15,9%; n=17), C. parapsilosis (8,4%; n=9) e Candida
kefyr (1,9%; n=2). Alguns isolados foram identificados apenas a nivel de género, no
caso da Candida sp. (6,5%; n=7), pois ndo foi possivel identificar a qual espécie
estas linhagens pertenciam apenas por métodos fenotipicos tradicionais (Grafico 2).
Foi realizada a triagem de amostras suspeitas de C. auris no momento da
identificagcdo manual, porém nenhuma amostra preencheu os critérios para

encaminhamento ao LACEN do estado.

Grafico 2 — Predominio de espécies de Candida isoladas de urina através de metodologia

fenotipica manual

Candida sp. Candida kefyr
6,5% 1,9%

Candida parapsilosis
8,4%

Candida tropicalis Candida albicans
15,9% 43,9%

Candida glabrata
23,4%

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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84 amostras (81,5% do total de amostras recuperadas) foram identificadas
por MALDI-TOF MS e as espécies mais prevalentes foram: C. albicans (47,6%;
n=40), seguida por C. glabrata (30,9%; n=26), C. parapsilosis (8,3%; n=7), C.
tropicalis (5,9%; n=5), Kluyveromyces marxianus (2,4%; n=2), Clavispora lusitaniae
(2,4%; n=2) e Candida dubliniensis (2,4%; n=2) (Grafico 3).

Grafico 3 — Predominio de espécies de Candida isoladas de urina através da identificacao
por MALDI-TOF MS

Candida lusitaniae

Kluyveromyces marxianus
2,4%

2,4%

Candida dubliniensis
2,4%

Candida parapsilosis
8,3%

Candida albicans
Candida tropicalis 47,6%
5,9%

Candida glabrata
30,9%

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A candiduria € um achado comum em pacientes hospitalizados. Dentre varias
condi¢cdes que podem caracterizar esse achado, que vai desde a colonizacio do trato
urinario por leveduras até a diagnéstico de ITUs ou de uma candidiase vulvoginal,
destacamos a importacia da avaliagdo de outros fatores envolvidos na patogénese
da infecgcdo urinaria, como a presenga de fatores de risco e sinais e sintomas
apresentados pelos pacientes acometidos.

Fatores de risco para candiduria e infecgdes do trato urinario sdo discutidos
na literatura e incluem: pacientes do sexo feminino e em idade avangada, diabetes
mellitus, internagdo em UTls e/ou tempo prolongado de internagéo hospitalar, uso de
antimicrobianos de amplo espectro e imunossupressores, neoplasias, disfungdes do
sistema urinario, nefrolitiase, transplante renal, cateterismo vesical de demora,

bacteriuria e/ou bacteremia simultanea; dados apresentados pelos pacientes
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avaliados em nosso estudo (ALVAREZ-LERMA et al., 2003; ALFOUZAN; DHAR,
2017; GAJDACS et al., 2019).

Algumas analises indicam que aproximadamente 90% dos pacientes com
ITUs causadas por Candida sdo pacientes hospitalizados e que fazem uso de
cateter vesical de demora. A prevaléncia de pacientes do sexo feminino (de 2 a 3
vezes maior que o sexo masculino) e de pacientes idosos, como encontrado no
nosso estudo, também esta de acordo com os achados na literatura (IACOVELLI et
al., 2014; GAJDACS et al.,2019).

A colonizagao do trato urinario em pacientes do sexo feminino é facilitada
principalmente em razdo da anatomia do sistema genitourinario. Estudos anteriores
mostram que aproximadamente 30% de mulheres saudaveis experienciam uma
colonizagdo vulvovaginal por Candida sp. Essa colonizagdo pode favorecer a
ascedéncia de células leveduriformes através da uretra até a bexiga e rins, podendo
dar inicio a uma infecgao urinaria (ACHKAR; FRIES, 2010; LIMA et al., 2017).

A maior parte dos individuos diagnosticados com candiduria em nosso estudo
foram pacientes com mais de 60 anos. Destes, 98,6% dos pacientes relataram pelo
menos um diagndstico de patologia pré-existente ao momento de internacgéao, fato
que, associado a utilizagao de cateteres urinarios, necessidade de internagdo em
CTI e modificagbes naturais relacionadas ao sistema imunoldgico explica a maior
prevaléncia no isolamento de leveduras nessa faixa etarea, assim como relatado
por outros autores (KAUFFMAN, 2014; LIMA et al., 2017).

Similar a outros estudos, pacientes internados no CTl com candiduria foram
os mais prevalentes. E sabido que a maior parte desses individuos sdo submetidos
a procedimentos invasivos, como ventilagdo mecanica e implantacdo de cateteres
arteriais, venosos e vesicais. Todas essas condicdes podem provocar alteracdes na
microbiota do hospedeiro, devido a ruptura de barreiras anatdbmicas da pele e
mucosas (FISHER et al., 2011; HUANG et al., 2013).

O uso prolongado do cateter vesical de demora é um grande fator associado
ao isolamento de leveduras em amostras de urina. De acordo com a literatura, todos
os cateteres urinarios com longos periodos de uso se tornam colonizados,
permitindo o acesso continuo de microrganismos ao sistema urinario. Nao
conseguimos estimar o tempo médio de permanéncia do cateter em nosso estudo,
mas encontramos uma alta taxa de utilizagao (90,7%) entre os pacientes incluidos
(KAUFFMAN et al., 2000; ALVAREZ-LERMA et al., 2003; IACOVELLI et al., 2014).
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A presenca de polimorfonucleares na urina pode ser um fator que auxilia no
diagndstico de ITUs, porém apenas em pacientes que nao fazem uso do cateter
vesical. A longa permanéncia do cateter pode causar inflamag&o no local e ser a
causa da piuria encontrada. Além disso, cerca de 25 a 30% dos pacientes com
candiduria também possuem bacteriuria, o que pode ser a principal causa de ITUs
(KAUFFMAN, 2005; ALFOUZAN; DHAR, 2017). Gajdacs et al. (2019) encontrou
8,3% de isolamento concomitante de bactérias e leveduras em amostras de urina,
valor abaixo ao encontrado em nosso estudo.

Um estudo de coorte realizado no Brasil em 363 pacientes internados em um
hospital de Minas Gerais entre 2012 a 2018, para investigar a ocorréncia de ITUs
em pacientes criticos, encontrou a prevaléncia de 30% de espécies de Candida em
amostras de urina, com a espécie mais isolada sendo a C. albicans (57%). A
candiduria foi mais comum em mulheres (68,6%), com idade média de 58,3 anos e
que possuiam diabetes mellitus ou outra comorbidade mais agravante, como
nefropatias ou choque séptico. 90,9% dos pacientes utilizavam sonda vesical de
demora durante longos periodos. Foram encontradas a mesma espécie de Candida
no sangue e urina em 4 pacientes (1,1%) e destes, 3 foram a obito (75%). Além
disso, os autores detectaram que os pacientes que possuiam candiduria tiveram
maiores taxas de mortalidade, sugerindo uma associagdo entre a candiduria e o
desfecho ébito entre os pacientes analisados (ALMEIDA et al., 2023).

Estudos demonstram que a maioria das Candida spp. isoladas de amostras
de urina sédo C. albicans (50-68%), seguida por C. glabrata (10-38%) e C. tropicalis
(4- 10%) (ACHKAR; FRIES, 2010; ALFOUZAN; DHAR, 2017; ODABASI; MERT,
2019). A C. albicans é considerada a espécie mais patogénica e é relacionada com
a utilizagao de sonda vesical de demora. Os microrganismos que colonizam a regiao
periuretral, na interface cateter mucosa, utilizam a superficie do cateter para
ascender até a bexiga. Essa situacdo € significativamente mais descrita em
individuos do sexo feminino, ja que até 30% das mulheres podem apresentar C.
albicans como parte persistente da microbiota vulvovaginal (COLOMBO;
GUIMARAES, 2007).

A incidéncia de outras espécies de Candida tem crescido rapidamente ao
longo dos anos, com predominio da C. glabrata em individuos adultos. Esse dado
€ preocupante, em funcao da C. glabrata ser a espécie associada com maiores

taxas de mortalidade, comparada com outras espécies de Candida (SILVA et al.,
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2012; ALFOUZAN; DHAR, 2017). A C. tropicalis é considerada a espécie mais
associada geneticamente com a C. albicans e a terceira mais frequentemente
isolada em amostras de sangue e urina (KAUFFMAN et al., 2000; ALVAREZ-LERMA
etal., 2003). Além disso, essa espécie parece exibir um potencial de disseminagéo
maior em pacientes neutropénicos (SILVA et al., 2012). A C. parapsilosis,
inicialmente considerada uma espécie de Candida nao patogénica, nos ultimos anos
foi muito associada com candiduria em neonatos e pacientes hospitalizados devido
a alta capacidade de formac&o de biofilmes. Além disso, é considerada hoje a
segunda espécie mais isolada em amostras de hemocultura, fato associado com o
uso prolongado de cateter venoso central (SILVA et al., 2012).

Foi observado em nosso estudo que alguns pacientes (26,6%; n=20)
apresentaram a mesma espécie de Candida em amostras diferentes de urina,
enquanto outros pacientes apresentaram mais de uma espécie, isoladas na mesma
amostra de urina (5,33%; n=4). Estudos moleculares demonstram que infec¢oes
recorrentes geralmente acontecem devido a n&o erradicagdo da mesma linhagem
e que 5 a 8% dos pacientes com candiduria podem abrigar mais de uma espécie
simultaneamente (KAUFFMAN et al., 2000; ALFOUZAN; DHAR, 2017).

Ainda ha uma falta de consenso por parte da comunidade médica sobre a
necessidade do tratamento dos casos de candiduria. Na maioria dos casos, a
presenca de leveduras em amostras de urina € vista como sinal de colonizag¢ao do
trato geniturinario, devido a espécies de Candida serem consideradas parte da
microbiota normal da regidao (ODABASI; MERT, 2019). Entretanto, em alguns casos,
a candiduria pode preceder ou ser um marcador de candidemia, principalmente em
se tratando de pacientes criticos, a qual pode estar associada com uma mortalidade
de 30 a 40% dos pacientes acometidos (GAJDACS et al., 2019). Em nosso estudo
encontramos quatro pacientes diagnosticados com candidemia (5,3%), todos
internados no CTI, e com 100% de correspondéncia das espécies encontradas na
urina e sangue dos pacientes. Destes quatro pacientes, 3 (75%) foram a obito por
causas diversas especificadas no prontuario.

Em um estudo multicéntrico realizado em 24 diferentes UTls de hospitais
franceses, 31,6% dos 57 pacientes com candiduria e 7,7% dos 233 pacientes com
candidemia apresentaram diagndstico simultdneo de candiduria e candidemia, mas
em apenas 2,1% foi encontrado o mesmo microrganismo (BOUGNOUX et al.,

2007). Segundo alguns autores, a candiduria isolada nao é considerada um fator de
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risco para o desenvolvimento de candidemia. Entretanto, algumas caracteristicas
observadas foram definidas como fatores de risco durante a internacdo dos
pacientes que apresentavam as duas condi¢des simultaneamente, incluindo cirurgia
prévia, insuficiéncia renal aguda e nutricdo parenteral, condigdes relativamente
comuns em pacientes criticos internados em centros de atencdo terciaria
(ALVAREZ-LERMA et al., 2003).

A alta incidéncia de candiduria em individuos internados em UTls é um fato
descrito por alguns autores. Varios fatores contribuem para maiores taxas de
colonizacgéao e infecgao microbiana nesses individuos, como multiplas manipulagdes
por diversos profissionais de saude, barreiras de defesa naturais prejudicadas e
microbiota alterada como resultado do uso prolongado de antimicrobianos
(ALVAREZ-LERMA et al., 2003). Odabasi e Mert (2019) encontraram uma
incidéncia de candiduria de 22% em pacientes criticos internados em UTIs por mais
de 7 dias. Nesse mesmo estudo, o indice de mortalidade desses pacientes foi
significativamente maior (48,8%) do que nos individuos sem candiduria (36,6%).
Essas informagdes reforcam a necessidade de validacdo dos dados de candiduria
por parte do laboratdrio clinico, a avaliagao do médico assistente quanto a presencga
de fatores de risco relevantes e a necessidade de tratamento empirico ou baseado
em testes de susceptibilidade (GAJDACS et al., 2019).

5.2 COMPARACAO ENTRE IDENTIFICAGAO FENOTIPICA E POR MALDI-TOF
MS

A metodologia do MALDI-TOF MS tem sido usada para caracterizar uma
ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos, bactérias e virus, o que
possibilita sua aplicacdo em mudltiplas areas, incluindo a medicina diagndstica. E
considerada uma técnica de identificacdo microbioldgica rapida, precisa e de baixo
custo, fornecendo uma alternativa frente ao diagndstico bioquimico e molecular
baseado no material genético. A base de dados do software associado ao
equipamento (Biotyper) contém espectros de referéncia de uma gama de isolados
clinicos, incluindo diversas espécies de Candida (CROXATTO; PROD’HOM;
GREUB, 2012).

Das 107 amostras armazenadas e identificadas pelo método fenotipico, 84
(78,5%) espécies de Candida foram identificadas por MALDI-TOF MS em amostras
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coletadas entre os meses de marco de 2021 a dezembro de 2022. Todos os
resultados foram classificados como seguranga de género e identificagdo de
espécie, ou garantia de identificacdo de género. As espécies identificadas pelos dois
meétodos foram denominadas a seguir (Tabela 4).
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Tabela 4 - Identificagcao de leveduras em amostras de urina (marg¢o/2021 a dezembro/2022)

LEVEDURA IDENTIFICADA LEVEDURA 3§ESE
ISOLADO POR TESTES IDENTIFICADA POR MALDI-TOF

FENOTIPICOS MALDI-TOF MS MS
1 Candida glabrata Candida glabrata 1,83
3 Candida glabrata Candida glabrata 2,05
4 Candida albicans Candida albicans 1,812
5 Candida albicans Candida albicans 1,714
7 Candida glabrata Candida glabrata 1,733
9 Candida kefyr Kluyveromyces marxianus 1,758
10 Candida glabrata Candida glabrata 2,02
11 Candida albicans Candida albicans 1,869
12 Candida albicans Candida albicans 1,803
13 Candida tropicalis Candida glabrata 2,3
14 Candida albicans Candida albicans 1,82
15 Candida albicans Candida albicans 1,949
16 Candida albicans Candida albicans 1,853
17 Candida glabrata Candida glabrata 1,98
18 Candida albicans Candida albicans 1,85
19 Candida albicans Candida albicans 1,85
20 Candida glabrata Candida glabrata 1,879
21 Candida albicans Candida albicans 1,94
22 Candida albicans Candida albicans 1,8
23 Candida albicans Candida albicans 2,1
24 Candida glabrata Candida glabrata 1,882
26 Candida parapsilosis Candida parapsilosis 1,784
27 Candida albicans Candida albicans 1,81
28 Candida albicans Candida albicans 1,789
29 Candida albicans Candida albicans 1,75
30 Candida parapsilosis Candida parapsilosis 1,961
31 Candida albicans Candida albicans 1,963
32 Candida albicans Candida albicans 1,942
33 Candida albicans Candida albicans 1,793
34 Candida tropicalis Candida tropicalis 1,959
35 Candida albicans Candida albicans 1,762
36 Candida albicans Candida albicans 1,866
37 Candida albicans Candida albicans 1,986
38 Candida glabrata Candida glabrata 1,74
39 Candida albicans Candida albicans 2,011
40 Candida albicans Candida albicans 1,707
41 Candida glabrata Candida glabrata 2,11
42 Candida glabrata Candida glabrata 1,841
43 Candida glabrata Candida glabrata 2,01
44 Candida glabrata Candida glabrata 1,726
45 Candida tropicalis Candida tropicalis 1,91
47 Candida albicans Candida albicans 1,853
48 Candida albicans Candida albicans 2,079

Fonte: Elaborado pela autora (2023).



62

Tabela 4 (Continuacao) - Identificacdo de leveduras em amostras de urina (margo/2021 a

dezembro/2022)
LEVEDURA IDENTIFICADA LEVEDURA 3%?55
ISOLADO POR TESTES IDENTIFICADA POR MALDI-TOF

FENOTIPICOS MALDI-TOF MS MS
51 Candida albicans Candida albicans 1,896
52 Candida albicans Candida albicans 1,98
53 Candida albicans Candida albicans 1,84
55 Candida albicans Candida albicans 1,718
56 Candida albicans Candida albicans 2
57 Candida parapsilosis Candida parapsilosis 1,893
58 Candida glabrata Candida glabrata 1,948
59 Candida glabrata Candida glabrata 2,1
60 Candida parapsilosis Candida parapsilosis 1,8
61 Candida parapsilosis Candida parapsilosis 1,99
62 Candida albicans Candida dubliniensis 1,775
63 Candida albicans Candida dubliniensis 1,71
65 Candida albicans Candida albicans 1,962
67 Candida albicans Candida albicans 1,841
68 Candida albicans Candida glabrata 1,84
69 Candida glabrata Candida glabrata 1,901
70 Candida albicans Candida albicans 1,734
71 Candida glabrata Candida glabrata 2,03
72 Candida glabrata Candida glabrata 1,931
74 Candida sp. Clavispora lusitaniae 1,727
75 Candida sp. Clavispora lusitaniae 1,98
78 Candida tropicalis Candida tropicalis 1,997
79 Candida tropicalis Candida tropicalis 2,169
80 Candida tropicalis Candida tropicalis 1,851
83 Candida albicans Candida albicans 1,96
84 Candida parapsilosis Candida parapsilosis 1,94
85 Candida glabrata Candida glabrata 1,96
88 Candida parapsilosis Candida glabrata 1,95
89 Candida sp. Candida albicans 1,93
90 Candida albicans Candida albicans 1,95
92 Candida glabrata Candida glabrata 1,98
93 Candida sp. Candida glabrata 2,27
94 Candida albicans Candida albicans 1,89
95 Candida albicans Candida albicans 1,86
96 Candida glabrata Candida glabrata 2,15
97 Candida glabrata Candida glabrata 1,99
101 Candida parapsilosis Candida parapsilosis 1,93
103 Candida sp. Kluyveromyces marxianus 1,93
104 Candida albicans Candida albicans 1,73
105 Candida glabrata Candida glabrata 1,78
106 Candida albicans Candida albicans 1,82

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Utilizando o teste de concordéancia de kappa, segundo interpretagdo de Landis
e Koch, a concordancia foi considerada perfeita com kappa = 0,910 (95% de intervalo
de confianga entre 0,910 e 0,986), para ambas as técnicas utilizadas neste trabalho.

Das espécies identificadas por MALDI-TOF MS, 5 (5,9% - marcagao vermelha
na Tabela 4) apresentaram divergéncias entre a identificagao fenotipica manual e a
identificacdo por MALDI-TOF MS. Em duas amostras a divergéncia se deu entre duas
espécies semelhantes morfologicamente, que sao a C. albicans e a C. dubliniensis.
As duas espécies apresentam tubo germinativo positivo e possuem a mesma
coloragdo de colonias (verde) quando semeadas em agar cromogénico
CHROMagar® Candida. A diferenciacdo pode ser possivel através de testes de
assimilagcado de carboidratos, ja que essas leveduras podem apresentar diferentes
habilidades em utilizar determinados carboidratos como fonte de energia; além da
exposicao a temperatura de 42°C, na qual C. albicans apresenta bom crescimento,
enquanto C. dubliniensis ndo se desenvolve (SILVA et al., 2012). A identificacao
neste caso foi possivelmente baseada na prova do tubo germinativo e em agar
cromogénico, um erro relativamente comum em laboratorios de Analises Clinicas.
Para as outras 3 amostras nao foi possivel explicar qual etapa foi a responsavel pela
ocorréncia de divergéncia entre as identificagdes fenotipicas e por MALDI-TOF MS.

15 amostras (14%) nao foram identificadas pelo MALDI-TOF MS, com a
observacao “nenhum pico encontrado” fornecida pelo equipamento. A identificagao
fenotipica manual destas amostras revelou que houve predominio de C. tropicalis
(60%; n=9), seguida por C. glabrata (20%; n=3), C. parapsilosis (6,6%; n=1), C.
kefyr (6,6%; n=1) e C. albicans (6,6%; n=1). Quatro amostras (3,7%) foram liberadas
como “identificagdo ndo confiavel”, portanto ndo incluidas na Tabela 4, identificadas
manualmente como C. tropicalis (n=2) e C. albicans (n=2). Houve a perda de 4
amostras (3,7%), em que néo foi possivel sua recuperagao.

Ha falta de dados na literatura sobre a existéncia de uma maior dificuldade
em identificar alguma espécie de Candida por MALDI-TOF MS. Observamos em
nosso estudo que os valores maiores de pontuagdes log (score value) foram
referentes a C. glabrata e a espécie com maior dificuldade de identificagcao foi a C.
tropicalis. A C. tropicalis € uma espécie de Candida com genoma diploide, células
de maior tamanho e produgdo de pseudohifas e, em alguns casos, hifas
verdadeiras; diferentemente da C. glabrata, que € uma célula conhecidamente

menor e haploide. Como a C. tropicalis possui uma variabilidade morfolégica maior,
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com caracteristicas proteicas e estruturais que podem diferir entre individuos
infectados ou colonizados, é possivel que ndo sejam encontrados bancos de dados
disponiveis correspondentes a algumas linhagens. Outra hipotese é a necessidade
de uma preparagédo da amostra e extragéo proteica prolongada para obter espectros
de maior qualidade para identificagcdo destas amostras. Reforcamos que essas
hipéteses devem ser melhor avaliadas em estudos futuros.

Bizzini et al. (2010) identificaram 1371 isolados bacterianos através de
meétodos convencionais; e destes, 1278 (93,2%) foram identificados por MALDI-TOF
MS a nivel de espécie, 73 (5,3%) foram identificados apenas a nivel de género e 20
(1,5%) nao tiveram identificacdo confiavel fornecida pelo equipamento. Isto pode
ser devido a um registro taxondmico impreciso de um determinado espectro na base
de dados do MALDI-TOF MS, alteragdes recentes na taxonomia de uma
determinada espécie ou até caracteristicas inerentes a algumas linhagens
microbianas.

De acordo com Croxatto, Prod’hom e Greub (2012), a auséncia de
identificacdo de espécies fungicas pelo MALDI-TOF MS acontece por auséncia,
erros ou até espectros de referéncia incompletos na base de dados do software,
semelhante ao que acontece com a identificagdo bacteriana. Alguns trabalhos
obtiveram taxas maiores de recuperacgéo (92,5 a 100%) quando o banco de dados
do equipamento era complementado com dados internos da instituicdo ou em que
0 banco de referéncia foi construido especificamente para o propdsito do estudo.
Aqueles que nao complementaram o banco de espectros disponiveis obtiveram
taxas semelhantes as encontradas em nosso estudo (80 a 85%) (MARKLEIN et al.,
2009; PINTO et al., 2011).

Em outro estudo em que foi avaliado diferentes técnicas de preparagao de
amostras para avaliar a efetividade da identificacdo de espécies fungicas, foi
encontrado que apenas 32 a 44% das amostras foram identificadas a nivel de
espécie quando utilizada a metodologia de aplicagao direta da colénia para leitura
no equipamento. O método utilizando acido féormico e etanol para o preparo da
amostra foi o mais eficaz, permitindo uma identificagao confiavel (pontuagao de 2,0)
em 100% dos fungos isolados (ANISIMOVA et al., 2022). De acordo com Normand
et al. (2020), métodos mais complexos de extragdo proteica sdo necessarios para
melhorar a geragdo de espectros e diminuir a taxa de isolados ndo identificados.

Na identificagdo fenotipica manual de 5 espécies (5,9% - marcagéo azul na
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Tabela 4), apenas a nomenclatura do género foi definida — Candida sp., em razao
de discrepancias verificadas entre os resultados dos diversos testes disponiveis na
rotina do laboratério, ndo sendo possivel identificar a espécie. Essa divergéncia
ocorreu a nivel de espécie entre as duas técnicas, porém nao houve identificacdo
contraria em nivel de género. As espécie foram determinadas através do MALDI-
TOF MS, sendo identificadas como C. albicans (1 amostra), C. glabrata (1 amostra),
Clavispora lusitaniae (2 amostras) e Kluyveromyces marxianus (1 amostra).

O género Candida pode abrigar espécies com diferentes ciclos reprodutivos
- sexuados ou assexuados. A Candida lusitaniae € um exemplo de espécie que
possui os dois ciclos, e sua forma teleomorfa, Clavispora lusitaniae, foi a forma
identificada em nosso estudo por meio do MALDI-TOF MS. E caracterizada como
uma levedura haploide oportunista, causadora de infecgdes sanguineas, peritoneais
e urinarias em sua maior totalidade, principalmente em individuos imunossuprimidos
ou com comorbidades conhecidas. A dificuldade na identificagdo fenotipica de C.
lusitaniae ja é conhecida, suas células leveduriformes sdo descritas como
alongadas e morfologicamente semelhantes a C. fropicalis, além de assimilarem
poucos acgucares que poderiam auxiliar na diferenciacdo de outras espécies
semelhantes, como a Candida famata e a C. guilliermondii (MENDOZA-REYES;
GOMEZ-GAVIRIA; MORA-MONTE, 2022).

Kluyveromyces marxianus foi outra levedura isolada de nossas amostras e é
a forma teleomorfa da C. kefyr, anteriormente denominada Candida
pseudotropicalis. E uma levedura que pode ser isolada de diversas fontes naturais,
como por exemplo produtos lacteos fermentados, graos de kefir e algumas plantas.
E considerada um patégeno raro, mais comum de causar infeccdo em pacientes
com neoplasias hematolégicas. Estudos relacionando seu isolamento como causa
de ITUs ainda sdo escassos (relatos encontrados mostram uma taxa de isolamento
de cerca de 2,5 a 3,5% em amostras de urina), sendo mais descritos 0s casos
relacionados a candidemia (MISHRA et al., 2014; SETH-SMITH et al., 2020;
SPILIOPOULOWU et al., 2022).

Semelhante aos dados encontrados pelo nosso estudo até o momento,
varios autores indicam uma relacdo de 90-100% de concordancia entre os
resultados apresentados pelo MALDI-TOF MS e outras técnicas previamente
validadas, o que consolida esse tipo de espectrometria de massas como um método
de referéncia para o diagnéstico microbiolégico (OVIANO; RODRIGUEZ-SANCHEZ,
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2021).

5.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS AGENTES ANTIFUNGICOS

As ITUs sdo uma das maiores causas de morbidade entre pacientes
atendidos em centros de atengao terciaria. O tratamento geralmente é escolhido a
partir de dados epidemioldgicos da regidao ou empiricamente, como € no caso do
hospital avaliado neste estudo, que na época da coleta de dados ndo tinha os
recursos necessarios para a realizacdo do teste de susceptibilidade aos
antifungicos. O conhecimento desses dados contribui para um maior entendimento
da epidemiologia local e para a escolha da terapia antifungica adequada, o que
permite considerar espécies de Candida sp. como provaveis agentes importantes
de ITUs (GAJDACS et al., 2019).

Das 107 amostras coletadas no inicio do estudo, foi possivel a recuperacao
de 93 (86,9%) amostras para a realizacdo do teste de susceptibilidade aos

antifungicos comerciais (Figura 6).
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Figura 6 — Representacao do teste de susceptibilidade aos
antifingicos

Legenda: Representacdao do teste de susceptibilidade aos antifungicos em diferentes
linhagens de Candida sp., com diversos perfis de susceptibilidade aos antifungicos testados.
(A) Candida albicans: sensibilidade a todos os antifungicos testados; (B) Candida glabrata:
resisténcia a voriconazol e fluconazol; (C) Candida kefyr: resisténcia a caspofungina e halo
intermediario para anfotericina B e fluconazol; (D) Candida tropicalis: sensibilidade a todos os

antifungicos testados. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A cada teste realizado com um novo grupo de amostras, foram feitas duplicatas
de uma das linhagens escolhidas como controle (C. parapsilosis ATCC® 22019 ou C.
tropicalis ATCC® 750), para determinar se os halos de inibigdo estavam na faixa
esperada. Todos os testes realizados com as linhagens padrao foram aprovados,
segundo interpretagdo do documento M60 do CLSI (2020).

Todos os testes foram realizados em duplicata e a leitura do halo foi o resultado
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da média entre as duplicatas. A interpretagao foi dada considerando S = sensivel, R
= resistente, e | = intermediario para cada espécie e antifungico testados, de acordo
com o documento M60 do CLSI (2020), bula do fabricante dos discos ou a partir de
dados fornecidos na literatura cientifica (ESPINEL-INGROFF, 2007; ARENDRUP,
2001, 2013) (Quadros 1, 2, 3,4, 5 e 6).

Quadro 1 - Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de leveduras a anfotericina B nas
candidurias (03/2021 a 01/2023)

ANFOTERICINAB
Candiduria (03/2021 a 01/2023)
Espécie n=93
R | S

n (%) n (%) n (%)
Candida albicans - - 38 (100)
Candida glabrata - - 26 (100)
Candida parapsilosis - - 8 (100)
Candida tropicalis - - 15 (100)
Kluyveromyces marxianus - - 2 (100)
Candida kefyr - 1 (100) -
Clavispora lusitaniae - - 2 (100)
Candida dubliniensis - - 1 (100)
Legenda: - dado numérico igual a zero; R = resistente; | = intermediario; S = sensivel.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Quadro 2 - Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de leveduras a nistatina nas
candidurias (03/2021 a 01/2023)

NISTATINA
Candiddria (03/2021 a 01/2023)
Espécie n=93
R I S

n (%) n (%) n (%)
Candida albicans - - 38 (100)
Candida glabrata - - 26 (100)
Candida parapsilosis - - 8 (100)
Candida tropicalis - - 15 (100)
Kluyveromyces marxianus - - 2 (100)
Candida kefyr - - 1 (100)
Clavispora lusitaniae - - 2 (100)
Candida dubliniensis - - 1(100)
Legenda: — dado numérico igual a zero; R = resistente; | = intermediario; S = sensivel.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Quadro 3 - Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de leveduras a caspofungina nas
candidurias (03/2021 a 01/2023)

CASPOFUNGINA
Candiduria (03/2021 a 01/2023)
Espécie n=93
R | S

n (%) n (%) n (%)
Candida albicans 1(2,6) - 37 (97,4)
Candida glabrata - - 26 (100)
Candida parapsilosis 7 (87,5) - 1(12,5)
Candida tropicalis - - 15 (100)
Kluyveromyces marxianus - - 2 (100)
Candida kefyr 1 (100) - -
Clavispora lusitaniae - - 2 (100)
Candida dubliniensis - - 1 (100)
Legenda: — dado numérico igual a zero; R = resistente; | = intermediario; S = sensivel.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Quadro 4 - Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de leveduras ao fluconazol nas
candidurias (03/2021 a 01/2023)

FLUCONAZOL
Candiduria (03/2021 a 01/2023)
Espécie n=93
R | S

n (%) n (%) n (%)
Candida albicans 4 (10,5) - 34 (89,5)
Candida glabrata 26 (100) - -
Candida parapsilosis - 1(12,5) 7 (87,5)
Candida tropicalis 2(13,3) - 13 (86,7)
Kluyveromyces marxianus - - 2 (100)
Candida kefyr - 1 (100) -
Clavispora lusitaniae - - 2 (100)
Candida dubliniensis - - 1 (100)
Legenda: — dado numérico igual a zero; R = resistente; | = intermediario; S = sensivel.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Quadro 5 - Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de leveduras ao itraconazol nas
candidurias (03/2021 a 01/2023)

ITRACONAZOL
Candiduria (03/2021 a 01/2023)
Espécie n=93
R I S

n (%) n (%) n (%)
Candida albicans 2(5,3) - 36 (94,7)
Candida glabrata 13 (50) - 13 (50)
Candida parapsilosis - - (1 00)
Candida tropicalis 2(13,3) 1(6,7) 2 (80)
Kluyveromyces marxianus - - (1 00)
Candida kefyr - - 1 (100)
Clavispora lusitaniae - - 2 (100)
Candida dubliniensis - - 1 (100)
Legenda: — dado numérico igual a zero; R = resistente; | = intermediario; S = sensivel.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Quadro 6 - Perfil de sensibilidade de isolados de espécies de leveduras ao voriconazol nas
candidurias (03/2021 a 01/2023)

VORICONAZOL
Candiduria (03/2021 a 01/2023)
Espécie n=93
R I S

n (%) n (%) n (%)
Candida albicans 4 (10,5) - 34 (89,5)
Candida glabrata 23 (88,5) - 3(11,5)
Candida parapsilosis - - 8 (100)
Candida tropicalis 2(13,3) - 13 (14)
Kluyveromyces marxianus - - 2 (100)
Candida kefyr - - 1 (100)
Clavispora lusitaniae - - 2 (100)
Candida dubliniensis - - 1 (100)
Legenda: - dado numérico igual a zero; R = resistente; | = intermediario; S = sensivel.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Foi observado nos Quadros 1 e 2 que a anfotericina B e nistatina apresentaram
maior perfil de sensibilidade comparado aos outros antifungicos.

Obtivemos maiores fendtipos de resisténcia para o farmaco supracitado
fluconazol (Quadro 4), com maior concentracdo na espécie C. glabrata, em que
maiores fenotipos de resisténcia ja sao encontrados e discutidos no meio cientifico
(DOl et al., 2016). O fluconazol é considerado um farmaco eficaz e muito utilizado na
clinica, porém o surgimento de resisténcia em outras espécies também é observado
nesse estudo (MISHRA et al., 2014).

Para o itraconazol, o fenétipo de resisténcia continua predominando para a
C. glabrata, com menos linhagens resistentes para as espécies C. albicans e C.
tropicalis. Dentre os azbis, foi o farmaco que apresentou menor perfil de resisténcia
entre as espécies fungicas.

Voriconazol continua um farmaco de uso restrito por ser considerado reserva,
constituindo uma das ultimas opg¢des terapéuticas para infecgdes fungicas. No
entanto, ja é notada presenca de linhagens resistentes a esse farmaco em nosso
estudo, principalmente para a espécie C. glabrata.

Foi observado também no Quadro 3, o predominio da resisténcia de C.

parapsilosis a caspofungina.
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Semelhante ao encontrado em outros estudos epidemiolégicos sobre o perfil
de resisténcia de linhagens de Candida sp. isoladas de centros de atengéo terciaria
no Brasil, a resisténcia a equinocandinas e anfotericina B ainda € menos prevalente
que a resisténcia aos azdis, que ainda assim é mais encontrada em linhagens de
C. glabrata e C. krusei (COLOMBO et al., 2006; DOI et al., 2016).

Geralmente o farmaco de escolha para o tratamento de ITU causadas por
Candida sp. em casos em que nao temos conhecimento do perfil de susceptibilidade
das amostras clinicas € o fluconazol, em razdo das suas caracteristicas
farmacocinéticas favoraveis, como a maior concentragdao do farmaco no sistema
urinario. Outros azois, como o voriconazol e o itraconazol, sdo farmacos de segunda
escolha, assim como a anfotericina B, devido a fatores farmacocinéticos nao
demasiadamente interessantes e a eventos adversos bem conhecidos, envolvendo
baixa excreg¢ao pela urina, baixa absorgao oral e nefrotoxicidade, respectivamente.
Esse perfil de preferéncia na escolha do antifungico pode explicar o aumento do
isolamento de espécies de Candida sp. resistentes ao fluconazol nos ultimos anos
(KAUFFMAN, 2014; GAJDACS et al., 2019).

E discutido na literatura a presenca de resisténcia intrinseca aos azéis por
parte de algumas espécies de Candida, como C. krusei, C.auris e C. glabrata. Em
C. glabrata, conhecida por ser uma espécie pouco susceptivel aos azdis, a
resisténcia pode se desenvolver mesmo sem exposi¢cao previa, principalmente ao
fluconazol, desenvolvendo fendtipos resistentes estaveis com poucos dias de
exposicao. Essa resisténcia aos azois € descrita como mediada quase estritamente
por bombas de efluxo, através da expressao de um ou mais transportadores ABC.
A C. glabrata também é conhecida por exibir valores de CIM cerca de 32 vezes
maiores que linhagens selvagens de C. albicans (BORST et al., 2005; FERRARI et
al., 2011; ARENDRUP; PATTERSON, 2017).

A resisténcia as equinocandinas é considerada relativamente rara em
espéecies de Candida. Entretando, foi observado nos ultimos anos crescentes relatos
sobre linhagens de C. parapsilosis resistentes, em paises como Ira, Turquia, China,
Estados Unidos e Espanha (NING et al., 2022). Essa espécie possui naturalmente
uma substituicdo entre dois aminoacidos (prolina por alanina) em Fks1, o que
resulta em uma sensibilidade diminuida da [-(1,3)-D-glucana sintase pela
caspofungina. Mutagcdées semelhantes na mesma posi¢ao da proteina resultante em

C. albicans e C. glabrata também causam aumentos semelhantes em valores de
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resisténcia a equinocandinas (GARCIA-EFFRON et al., 2008; LEE et al., 2021). Em
nosso trabalho encontramos 7 linhagens de C. parapsilosis, 1 C. albicans e 1 C.
kefyr resistentes a caspofungina.

A frequéncia de isolamento de C. lusitaniae em individuos internados ainda
€ baixa, com susceptibilidade maior a farmacos convencionais. Apesar disso, ja sao
descritos isolados resistentes a anfotericina B e fluconazol, e por essa razdo, as
equinocandinas sao atualmente a classe de escolha para o tratamento de
candidemia causadas por C. lusitaniae. Em nosso trabalho isolamos 2 espécies,
sensivel a todos os antifungicos testados (DESNOS-OLLIVIER et al., 2011;
MENDOZA-REYES; GOMEZ-GAVIRIA; MORA-MONTES, 2022).

A resisténcia a antifungicos por parte da C. kefyr é considerada emergente,
com valores altos de CIM encontrados para anfotericina B. O desenvolvimento de
resisténcia apos a exposigao ao farmaco também ja é descrita na literatura (SETH-
SMITH et al., 2020; SPILIOPOULOU et al., 2022). Nas 3 amostras testadas,
encontramos resisténcia apenas em 1 amostra a caspofungina, e halo intermediario
a anfotericina B e fluconazol na mesma amostra.

Nota-se que para a anfotericina B e nistatina os indices de sensibilidade
foram os mais altos, assim como evidenciado por Freitas et al. (2014). A resisténcia
a polienos é ainda considerada relativamente incomum entre isolados de Candida
sp. e devido a isso, a anfotericina B continua como o farmaco mais utilizado em
pacientes criticos (SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015; AHMADY
et al., 2024). Entretando, sua administragcado deve ainda ser realizada com cautela,
principalmente em casos de resisténcia a outros antifungicos, devido ao risco de
nefrotoxicidade (FREITAS et al., 2014).

A partir dos dados gerais de susceptibilidade aos antifungicos testados
(Grafico 4), observa-se maior concentragao de fendtipos de resisténcia na classe
dos azais (fluconazol com 34,4%, voriconazol com 31,2% e itraconazol com 18,3%),
seguido da caspofungina (9,7%). Dados semelhantes foram encontrados em um
trabalho do nosso grupo de pesquisadores, em que foi observado maior
concentracdo de fendtipos de resisténcia em itraconazol (29%), fluconazol e
voriconazol (ambos 27%), seguido de caspofungina (7%) e anfotericina B (56%), em
amostras de individuos com candidemia e co-infecgdo por COVID-19 (OLIVEIRA,
2022).
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Grafico 4 - Perfil geral de susceptibilidade aos antifingicos das espécies de levedura
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Esses dados reforgam que os azéis podem ser menos eficazes no tratamento
empirico e que as resisténcias intrinsecas ja conhecidas estdo concentradas no
fluconazol. Os representantes das classes de polienos e equinocandinas foram os
que apresentaram maior sensibilidade, seguida da segunda geracao de azdis, que
foi o itraconazol.

Do total de 93 amostras testadas, 42 (45,2%) delas apresentaram resisténcia
a pelo menos um antifungico, sendo que destes, 13 (14%) eram resistentes a
apenas um farmaco. A expressao de resisténcia simultdnea a dois farmacos
testados ocorreu em 13 (14%) dos isolados e a trés farmacos em 16 (17,2%) dos
isolados, sempre entre azois (Tabela 5).
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Tabela 5 - Distribuicao dos fenétipos de resisténcia aos antifungicos selecionados para o

estudo

cox  en Numero de isolados
Fenotipo de resisténcia

n (%)
CAS 9(9,7)
FLU 32 (34,4)
IcZ 17 (18,3)
VO 29 (31,2)
FLU + VO 13 (14)
FLU + VO + ICZ 16 (17,2)

Legenda: CAS (caspofungina); FLU (fluconazol); ICZ (itraconazol);
VO (voriconazol)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O fluconazol é usualmente o farmaco de escolha para o tratamento de ITUs
sintomaticas ou com alto risco de desenvolvimento de candidemia. Possui boa
tolerabilidade, biodisponibilidade oral alta e excregao pela urina. Farmacos de
segunda linha, como o itraconazol e o voriconazol, assim como as equinocandinas,
nao sao excretados na urina como farmaco ativo, sendo portanto ndo indicados no
tratamento de cistites. Entretando, o voriconazol e as equinocandinas podem ser
utilizados em infeccbes no parénquima renal pela possibilidade de maior
concentracao nesses tecidos (FISHER et al., 2018; ODABASI; MERT, 2020).

E discutido na literatura a possibilidade do aumento da expressao do fenétipo
de resisténcia ao fluconazol e a classe de azb6is em razdo do uso constante do
farmaco como primeira escolha. Quando ha conhecimento da linhagem isolada e/ou
a determinacédo da susceptibilidade a antifungicos, a decisdo do farmaco a ser
utilizado é melhor conduzida, a fim de ndao expor o paciente a tratamentos
desnecessarios ou ineficazes. Em casos de isolamento de linhagens com
resisténcia ao fluconazol, a anfotericina B € o farmaco de escolha para o tratamento
de ITUs sintomaticas (ODABASI; MERT, 2020).

A resisténcia ao fluconazol e voriconazol foi encontrada em 34,4% e 31,2%
das amostras, numero muito superior ao comparado a literatura. Um dos maiores e
mais longos estudos epidemioldgicos sobre resisténcia fungica envolvendo a
técnica de disco-difusdo foi o trabalho de Pfaller e colaboradores (2010), que

publicaram uma analise de 10,5 anos (entre 1997 e 2007) envolvendo 41 paises ao
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redor do mundo, com mais de 190.000 isolados de Candida. Cerca de 90,2% dos
isolados foram sensiveis ao fluconazol e 95% sensiveis ao voriconazol. Fluconazol
foi mais ativo em linhagens de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
lusitaniae, C. kefyr e C. dubliniensis, com sensibilidade em torno de 98%, 91%,
93,2%, 92,1%, 96,5% e 96,1%, respectivamente. Por outro lado, foi verificada uma
sensibilidade diminuida em C. glabrata, com 31,3% das linhagens resistentes.
Voriconazol em geral foi mais ativo que o fluconazol, com exceg¢do para a C.
tropicalis, que teve uma sensibilidade de 89,5%.

Em nosso trabalho, os valores encontrados de susceptibilidade entre
fluconazol e voriconazol foram semelhantes. Isso pode ser devido a resisténcia
cruzada entre os dois farmacos, uma vez que a estrutura quimica é semelhante
entre estes azois (FREITAS et al., 2014). E importante ressaltar que nenhum dos
pacientes desse estudo utilizou o voriconazol como tratamento.

Alguns estudos brasileiros avaliaram a susceptibilidade a fluconazol em
linhagens de Candida isoladas de urina. Lima et al. (2017) encontrou resisténcia ao
fluconazol apenas em espécies de C. glabrata e C. krusei isoladas de urina de
pacientes, usando o método de microdiluicdo em caldo. Neufeld et al. (2015),
usando o método de disco difusdo encontrou sensibilidade ao fluconazol em 97,2%
das linhagens testadas. C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. famata, C.
glabrata, C. guilliermondii e C. lambica isoladas de amostras clinicas foram espécies
que apresentaram sensibilidade ou sensibilidade dose-dependente, com a unica
linhagem resistente correspondendo a C. krusei. Freitas et al. (2014), ao testar 95
amostras de leveduras isoladas de pacientes com ITUs, encontrou 2,5% de
resisténcia em C. albicans, 8,3% de resisténcia em C. tropicalis e 19,3% de
sensibilidade dose-dependente em C. glabrata, quando testadas em relagdo ao
fluconazol. Em nosso estudo encontramos indices maiores de resisténcia a
fluconazol e itraconazol em C. glabrata, correspondendo a 100% e 50%
respectivamente.

Nosso estudo mostra que a resisténcia aos azdis vem aumentando nos
ultimos anos. A atividade reduzida ao fluconazol ja é conhecida em algumas
espécies, como a C. glabrata, e a resisténcia ao voriconazol é frequentemente
encontrada em linhagens com resisténcia adquirida a fluconazol (PFALLER et al.,
2010), fato que pode ser observado também em nosso estudo.

E importante ressaltar que a resisténcia a uma classe de antifliingicos reduz
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significativamente as opgodes terapéuticas em uma taxa de pelo menos 33%, em
razao da baixo numero de antimicrobianos disponiveis para o tratamento de
infecgdes fungicas. O impedimento na utilizagdo de uma opgéao terapéutica devido
ao desenvolvimento de resisténcia € um fator preocupante, e tem um impacto
imensuravel no cuidado ao paciente hospitalizado (BERMAN; KRYSAN, 2020).

Infelizmente o aumento da taxa de resisténcia entre as espécies fungicas
acontece em maior nivel que o desenvolvimento de novos farmacos e estratégias
para combater este tipo de infecgdo. Algumas estratégias vem sido exploradas,
como o uso de farmacoterapia combinada, modulacdo da resposta imune do
hospedeiro e desenvolvimento de agentes para diminuir a viruléncia das espécies
microbianas. Combinagdes especificas de farmacos com diferentes mecanismos de
acao pode ser uma alternativa prospera para combater ou prevenir a emergéncia
de resisténcia, pois dificulta a aquisicdo de mutagdo em genes diversos. Em caso
de terapias combinadas com azdis por exemplo, que sao farmacos naturalmente
fungistaticos, seu efeito fungicida pode ser aumentado, resultando em reducédo da
populagao fungica no local de infecgao (LEE et al., 2021).

Dessa forma, reforcamos a necessidade do conhecimento do perfil de
resisténcia de amostras clinicas, pois evita-se 0 uso de antimicrobianos ineficazes
na terapéutica ou o uso desnecessario daqueles de amplo espectro, muitas vezes

relacionados a eventos adversos graves.

5.4 CORRELACAO TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS,
TRATAMENTO E DESFECHO CLINICO

Do total de 75 pacientes avaliados, apenas um paciente (1,3%) n&o fez uso
de nenhum tratamento antimicrobiano. Todos os outros pacientes utilizaram

antibacterianos (97,3%) e/ou antifungicos (41,3%) (Grafico 5).
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Grafico 5 - Perfil geral de utilizagao de antimicrobianos nos pacientes avaliados com

candiduria
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Dos pacientes incluidos no estudo, 97,3% deles receberam antibacterianos,
com proposito profilatico ou de intervengéo terapéutica no combate a infecgdes
causadas por bactérias. Dentro desse grupo, houve coinfecgéo bacteriana em 92%
das candidurias (n=69), justificando o alto indice de uso de antibacterianos. O uso
de antibacterianos de amplo espectro pode provocar alteragdes na microbiota
gastrintestinal e genitourinaria, facilitando a colonizagao desses locais por Candida
sp. (FISHER et al., 2011).

Ja o uso de antifungicos, na maioria dos casos, é realizado de forma
empirica, baseado na identificagdo da espécie, seguindo a terapéutica proposta em
protocolos e escolhido de acordo com a disponibilidade de farmacos padronizados
na instituicdo. Sao incluidos no formulario terapéutico da instituicao: anfotericina B
desoxicolato, complexo lipidico e lipossomal injetaveis; fluconazol capsula,
suspensao oral e injetavel; itraconazol capsula; micafungina injetavel; voriconazol
comprimido e injetavel e nistatina creme vaginal e suspensao oral.

Os principais antifungicos utilizados no manejo terapéutico dos individuos
avaliados neste estudo foram: fluconazol (21,3%; n=16), micafungina (4%; n=3),
anfotericina B (2,7%; n=2), itraconazol (1,3%; n=1) e nistatina (1,3%; n=1);
micafungina e fluconazol associados (2,7%; n=2) e anfotericina B e fluconazol

associados (2,7%; n=2). Em 46 pacientes (61,3% dos casos), apenas
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antibacterianos foram administrados, o que pode estar relacionado a diversos
motivos. O tempo para obteng&o de cultura positiva para fungos e sua identificagdo
€ geralmente mais longo que para bactérias, ou o paciente pode nao ter tido
indicagao clinica e ndo preencheu os critérios para o tratamento da candiduria, além
de ser observado individuos que foram a ébito antes mesmo de uma possivel
positividade da cultura e a posterior identificacdo das leveduras.

O tratamento empirico da candiduria envolve uma série de fatores. Em
pacientes assintomaticos é avaliado se o paciente possui algum fator de risco para
o desenvolvimento de infec¢des disseminadas. Em alguns casos, o manejo envolve
a retirada ou a troca do catéter urinario e eventualmente, o uso de antifungicos. A
identificacdo de C. glabrata e C. krusei por exemplo, € um alerta para o uso de
medicamentos de segunda linha, devido a emergente aquisicao de resisténcia aos
azois por parte dessas espécies. Esse dado reforca também a importancia do
diagndstico precoce para a melhor orientagado da escolha do antifungico que sera
empregado, caso necessario (FISHER et al., 2011).

E importante ressaltar que, como o fluconazol é excretado na urina como
medicamento ativo, sua concentragédo pode exceder a CIM da linhagem encontrada.
E relatado que na dose usual de 200 a 400 mg via oral por dia, a concentracdo na
urina pode chegar a > 100 mg/L, o que é adequado ndo apenas para linhagens
susceptiveis (CIM < 8 mg/L), mas também para linhagens com susceptibilidade
dose-dependente (CIM de 16 a 32 mg/L) (ALFOUZAN; DHAR, 2017).

O numero de individuos com candiduria e desfecho 6bito foi 29 (38,7%). As
causas de o6bito foram diversas, incluindo sepse, COVID-19, insuficiéncia cardiaca
congestiva, insuficiéncia renal e respiratéria aguda, neoplasias, disfunsdes
organicas e choque cardiogénico. No quadro 7 demonstramos a relagéo entre o
antifungico administrado e o perfil de sensibilidade encontrado, em conjunto com o

desfecho (6bito ou alta médica).
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Quadro 7 - Demonstragao de individuos com candiduria com seu respectivo tratamento,
perfil de sensibilidade ao antifiUngico administrado e desfecho (03/2021 a 01/2023)

Fenotipo
Tratamento Resistente Sensivel
Obito-n (%) | Alta-n (%) | Obito-n (%) | Alta-n (%)
Fluconazol 3 (4) 3 (4) 9(12) 4 (5,3)
Anfotericina B 0 0 3 (4) 1(1,3)
ltraconazol 0 0 1(1,3) 0
Nistatina 0 0 0 1(1,3)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A micafungina administrada em cinco pacientes n&o foi contabilizada acima
em razao da nao realizagado do teste de sensibilidade a este antifungico. O unico
exemplar de equinocandinas testado foi a caspofungina. E importante ressaltar que
um individuo que foi a ébito incluido no grupo que fez uso de fluconazol com fenétipo
de resisténcia também fez uso da micafungina.

Dos pacientes que possuiram candidemia concomitante (5,3%; n=4), dois
pacientes receberam micafungina para tratamento da candidemia por C. albicans e
C. parapsilosis, e os outros dois pacientes receberam fluconazol para tratamento de
infeccado da corrente sanguinea causada por C. albicans e C. tropicalis, com ambas
linhagens sensiveis a este farmaco. O uso da micafungina como terapia de primeira
linha para o tratamento de candidemias € bem difundido, em razdo da baixa
toxicidade renal e hepatica, além de possuir poucas interacbes com outros
medicamentos, 0 que pode ser benéfico dependendo das condi¢des clinicas do
paciente (NING et al., 2022).

Nota-se que houve uso assertivo do antifungico em 19 casos (25,3%), os
demais receberam apenas antibacterianos (64,4%; n=47) administrados como
antimicrobianos durante o tratamento ou foram administrados micafungina ou outros
antifungicos contra linhagens que expressavam algum fenétipo de resisténcia.

Dentre os individuos com candiduria por linhagens que apresentaram algum
fendtipo de resisténcia (8%; n=6), o desfecho 6bito foi em 3 individuos (50%). Ao
analisar a correlagdo entre antifungico administrado, expressdo fenotipica de

resisténcia e desfecho 6bito através da analise de ANOVA e Bonferroni, ndo houve
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diferencga significativa para nenhuma das correlagbes apresentadas (p = 0,05).

As analises demonstraram que houve administragdo de fluconazol em 3
pacientes para tratar infec¢gdes causadas por linhagens resistentes, o que poderia
agravar a condigdo clinica dos individuos. Entretando, o desfecho obito esta
relacionado a uma série de condigbes, como comorbidades, infeccdo bacteriana
concomitante, entre outros fatores que somados a terapia antimicrobiana ineficaz,
pode tornar o caso mais critico e propicio ao obito.

Informagdes referentes a taxas de morbidade e mortalidade envolvendo
pacientes com candiduria estdo melhor definidas e avaliadas em relagcdo a
pacientes criticos, internados em CTIl e que fazem uso de cateteres urinarios,
possivelmente devido a maior gravidade das patologias e maior complexidade na
clinica dos pacientes. Em nossa pesquisa, a maioria dos pacientes que foram a
obito estavam internados no CTl no momento e todos faziam uso de cateter vesical
de demora. Outros estudos relataram que pacientes com candiduria tiveram
maiores taxas de mortalidade comparadas a individuos com condi¢gdes semelhantes
mas sem apresentarem candiduria. Podemos inferir portanto, que o diagndstico de
candiduria em pacientes internados em CTls deve ser considerado e melhor
interpretado (ALVAREZ-LERMA et al., 2003; IACOVELLI et al., 2014; KAUFFMAN,
2014).

5.5 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DOS EXTRATOS DE
Stachys lanata, Glycyrrhiza inflata, Pothomorphe umbellata, Renealmia petasites
E Amaranthus viridis EM AMOSTRAS DE Candida sp. RESISTENTES A UM
OU MAIS ANTIFUNGICOS TESTADOS

Extratos vegetais tém se tornado potenciais veiculos para a procura de
biocompostos com atividades antimicrobianas, ja que o aumento de resisténcia
descrita em espécies fungicas tem se tornado um problema mundial, e a descoberta
de alternativas para o tratamento de infecgdes fungicas se faz necessaria (CAMPOS
et al., 2018). A triagem de novos compostos pode fornecer candidatos a novos
medicamentos que podem ser ativos contra microrganismos resistentes a farmacos
convencionais, por apresentarem sitios de acdo diferentes dos estudados
atualmente (DUARTE et al., 2005).

Os compostos de origem natural disponibilizados para este estudo fazem

parte da biblioteca de compostos do Laboratério do Nucleo de Identificacdo e
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Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN), localizado na Faculdade de
Farmacia/UFJF, sob a coordenagédo do professor Ademar Alves da Silva Filho.
Foram apresentados diversos extratos de espécies de plantas conhecidas por suas
atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas.

Foi feito o levantamento bibliografico de todas as espécies disponibilizadas,
de forma a verificar quais delas tinham dados na literatura acerca de atividades anti-
Candida. Para as espécies Amaranthus viridis, Stachys lanata, Glycyrrhiza inflata,
Pothomorphe umbellata e Renealmia petasites, encontramos mais resultados
relativos a testes realizados com C. albicans ATCC® 28366 e ATCC® 10231,
linhagens bacterianas ou a compostos isolados derivados das plantas, como por
exemplo a licochalcona A, glabridina e acido glicirrizico derivados da G. inflata
(DUARTE et al., 2005; SPONCHIADO JUNIOR et al., 2007; MESSIER, C.;
GRENIER, 2011; SELEEM et al., 2016). Selecionamos, portanto, essas 5 espécies
como forma de obtermos mais informacgdes acerca de suas atividades antifungicas
em diferentes espécies de Candida.

O intuito foi testar esta série de extratos vegetais, realizando o ensaio de
microdiluicdo em caldo e a determinagdo da CIM, para verificar se algum dos
compostos naturais possuia potencial atividade antifungica, ja que n&o foram
encontrados dados na literatura referentes a atividades contra leveduras
provenientes de amostras clinicas para esses compostos.

O teste de susceptibilidade foi realizado com todos os extratos vegetais em
concentragbes pré-estabelecidas, apenas em linhagens resistentes a um ou mais
farmacos antifungicos testados pela técnica de disco-difusdo, totalizando 42
amostras. A concentragdo inibitéria minima foi considerada a menor concentragao
que inibiu 100% do crescimento dos fungos visualmente. Quando ocorreu 100% de
inibicdo do crescimento, a levedura foi cultivada em meio sélido para verificar a
viabilidade celular; na auséncia de crescimento do fungo neste meio, o produto
natural foi considerado fungicida.

Nossas analises confirmaram a susceptibilidade das amostras padrao, C.
parapsilosis ATCC® 22019 e C. tropicalis ATCC® 750 a anfotericina B, de acordo
com o documento do CLSI M60 (2017).

Encontramos na literatura informagdes variadas a respeito de valores de CIM
que podem ser considerados efetivos, devido a falta de padronizacdo de testes

utilizando produtos naturais, principalmente em razao das diferentes composicdes
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de substancias quimicas encontradas nesses materiais. Segundo Rios e Recio
(2005), extratos com CIM menores que 100 pg/mL s&o considerados extratos com
atividades antimicrobianas promissoras. Ja Aligiannis et al. (2001) propds uma
classificagdo para materiais derivados de plantas, em que inibidores fortes seriam
aqueles com CIM até 500 pg/mL. Desse modo, em nosso trabalho estabelecemos
a concentragdo de 1000 pg/mL como a maior concentragdo testada, de forma que
apenas os extratos que apresentassem CIM menores que 1000 ug/mL fossem
considerados com potencial atividade antifungica.

O valor da CIM foi maior que a concentragdo maxima testada (> 1000 ug/mL)
para quatro dos cinco extratos, entre eles: R. petasites, S. lanata, A. viridis e G.
inflata, inferindo que estes n&o possuiram atividades para linhagens de Candida
resistentes aos antifungicos comerciais. Nao foram encontrados registros prévios
sobre a atividade antifungica em Candida spp. derivadas de amostras clinicas para
essas especies vegetais.

Apenas o extrato de P. umbellata apresentou atividade inibitéria moderada e
fungicida frente a algumas linhagens de Candida sp. (26,2%; n=11), entre elas: 5
linhagens de C. glabrata (19,2% do total de C. glabrata testadas), 5 linhagens de C.
parapsilosis (71,4%) e a 1 unica linhagem de C. kefyr (100%) (Tabela 6 — marcagao
em azul). Para os isolados de C. albicans e C. tropicalis o extrato mencionado ndo

apresentou atividade.
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Tabela 6 — Atividade antifingica in vitro dos extratos testados frente a linhagens de

Candida sp.

Numero CIM (ug/mL)
da |Levedura identificada| Renealmia Stachys |Pothomorphe| Amaranthus | Glycyrrhiza

amostra petasites lanata umbellata viridis inflata
1 Candida glabrata > 1000 > 1000 62,5 > 1000 > 1000
3 Candida glabrata > 1000 > 1000 250 > 1000 > 1000
6 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
10 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
16 Candida albicans > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
17 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
20 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
24 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
26 Candida parapsilosis > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000
30 Candida parapsilosis > 1000 > 1000 500 > 1000 > 1000
34 Candida tropicalis > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
38 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
40 Candida albicans > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
41 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
42 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
43 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
44 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
50 Candida kefyr > 1000 > 1000 15,62 > 1000 > 1000
53 Candida albicans > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
57 Candida parapsilosis > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000
58 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
59 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
60 Candida parapsilosis > 1000 > 1000 250 > 1000 > 1000
61 Candida parapsilosis > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
64 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
68 Candida glabrata > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000
69 Candida glabrata > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000
71 Candida glabrata > 1000 > 1000 500 > 1000 > 1000
72 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
84 Candida parapsilosis > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
85 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
87 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
88 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
89 Candida albicans > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
90 Candida albicans > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
92 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
96 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
97 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
100 Candida tropicalis > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
101 Candida parapsilosis > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000
102 Candida albicans > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
105 Candida glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000

Legenda: CIM (Concentragéao inibitéria minima)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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N&o encontramos dados na literatura acerca da atividade de P. umbellata em
espécies de Candida, apenas testes em fungo filamentoso. Rodrigues e
colaboradores (2012) avaliaram a atividade de extratos e fragdes de partes aéreas
de P. umbellata em linhagens resistentes de Trichophyton rubrum (denominadas Tr1,
H6 e ATruMDR2), um fungo dermatoéfito capaz de invadir tecidos queratinizados,
como pele, unhas e cabelos. Através da metodologia de microdiluicdo em caldo, os
autores concluiram que o extrato da planta apresentou atividade contra linhagens de
T. rubrum, principalmente quando utilizada fragées do extrato hidroalcodlico a 70%.

Em um estudo avaliando os efeitos do extrato hidroalcodlico de partes aéreas
de P. umbellata em Enterococcus faecalis, constatou-se que a fracdo do extrato
liofilizado em acetato de etila apresentou a melhor atividade antimicrobiana quando
comparada as fragées hexanica e butandlica (SPONCHIADO et al., 2014). Estudos
futuros sobre a composicao fitoquimica de diferentes fragdes do extrato que podem
apresentar melhores atividades antifungicas devem ser conduzidos, a fim de
obtermos maiores informagdes acerca das propriedades da espécie trabalhada.

Nao foi observado maior ou menor atividade do extrato de P. umbellata para
alguma espécie de Candida especifica, nem um padréo de atividade especifico de
acordo com a resisténcia encontrada anteriormente aos antifungicos testados, ja que
as amostras para as quais o extrato de P. umbellata foi ativo possuiam diferentes
perfis de resisténcia. Enfatizamos que mais estudos s&o necessarios para uma
melhor compreensao de um potencial mecanismo antifungico, através do isolamento,
caracterizacao e identificacdo dos constituintes ativos encontrados no extrato em
questao, ja que extratos brutos podem ter diferentes composi¢des e substancias com

propriedades sinérgicas ou antagonicas (RANGASAMY et al., 2007).
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6 CONCLUSAO

O objetivo desse estudo foi fornecer informagdes sobre a incidéncia de
candiduria em um Hospital Universitario da Zona da Mata Mineira, em um certo
periodo de tempo. A presenga de Candida spp. em amostras de urina é considerada
um achado clinico comum em pacientes hospitalizados e que possuem fator de risco
para tal condicdo, podendo evoluir para uma infeccdo do trato urinario ou até
predispor uma candidemia disseminada.

A espécie mais isolada nas amostras de urina de pacientes internados foi a
Candida albicans, tendo os azdis, principalmente o fluconazol, como os principais
farmacos envolvidos na resisténcia por parte das amostras isoladas. Informacgdes sobre
a epidemiologia local auxiliam o uso de terapia profilatica ou empirica quando
necessaria e assim, nosso trabalho abre perspectivas para mudangas nas condutas
clinicas e terapéuticas do paciente internado com candiduria.

Contribuindo com a descoberta de novos compostos antifungicos, foi
identificado nesse trabalho uma potencial atividade antifungica para o extrato de
Pothomorphe umbellata. Este resultado reafirma a necessidade da busca por
moléculas ativas e potenciais medicamentos, que pode fornecer uma alternativa
frente as limitagbes terapéuticas, biodisponibilidade ineficiente e toxicidade dos
antifungicos atualmente disponiveis no mercado, além da emergéncia de
resisténcia em linhagens de espécies fungicas. Enfatizamos que mais estudos sao
necessarios para uma melhor compreensado do mecanismo de agao e de potenciais

substancias envolvidas na atividade antifungica.
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