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da candidemia wi

Phisiopathogenesis, epidemiology and laboratory diagnosis of candidemia

Muriel Padovani Giolo'; Terezinha Inez Estivalet Svidzinski?

IS resumo

Candidemia Candidemia é a infeccdo da corrente sanguinea causada por leveduras do género Candida. As espécies
mais comumente isoladas em amostras de sangue venoso de pacientes hospitalizados sao C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei. A finalidade desse estudo é fornecer uma revisdo
sobre candidemia, mostrando aspectos importantes sobre etioepidemiologia, relacdo fungo/hospedeiro
Fatores de viruléncia e diagnéstico laboratorial desta infeccao sistémica emergente. Durante o processo de estabelecimento
da candidemia, a levedura participa ativamente, expressando diversos fatores de viruléncia, o que acaba
por favorecer a patogénese da candidemia. Entre esses fatores, destacam-se producdo de enzimas

Patogenicidade

Genotipagem

extracelulares, dimorfismo, sintese de hemolisinas, capacidade de adeséo e formacéo de biofilme. Nos
pacientes acometidos, a intervencdo medicamentosa deve ser precoce para minimizar os riscos de
complicagdes e de resisténcia microbiana, portanto um diagnéstico laboratorial eficiente se faz necessario.
O estudo e o conhecimento desses fatores, associados a genotipagem, podem contribuir de maneira
decisiva para a descoberta de novos farmacos que possam atuar como profilaticos e/ou terapéuticos
em pacientes com candidemia ou em risco de desenvolvé-la.

abstract

Candidemia is a bloodstream infection caused by yeasts of the genus Candida spp. The most commonly isolated | Candidemia
species in venous blood samples of hospitalized patients are: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsiolosis,
C. glabrata and C. krusei. This study aimed at providing a review of candidemia, showing some important
aspects of etio-epidemiology, fungus/host relation, and laboratorial diagnosis of this emerging systemic
infection. During the onset of candidemia, yeasts play a major role on several virulence factors, which | Virulence factors
ultimately promote its pathogenesis. Among them, it may be highlighted the extracellular enzyme production,
dimorphism, hemolysin synthesis, adhesion ability and biofilm development. In infected patients, medicines
must be administered in the early stages to minimize the risks of complications and antimicrobial resistance.
Therefore, an efficient laboratory diagnosis is required. The study of these factors associated with genotype
analysis may contribute decisively to the discovery of new substances that may have a preventive and/or
therapeutic effect on patients with candidemia or prone to develop it.

Pathogenicity

Genotyping
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Introducao e proposicao

As infeccdes sistémicas causadas por leveduras vém
aumentado muito nas Ultimas décadas, especialmente a
partir de 1980, devido ao grande nimero de pacientes
imunocomprometidos reconhecidos como de risco para
essas infeccdes (neutropénicos, transplantados, diabéticos,
aidéticos, entre outros). Paralelamente, o aprimoramento
das técnicas de diagndstico laboratorial contribuiu para
0 aumento do ndmero de casos de fungemia no mundo.
Segundo Martin et al.®, nos Estados Unidos, entre 1979
e 2001, houve um aumento de 207% nas infeccdes da
corrente sanguinea causadas por fungos, e Candida foi o
principal género envolvido.

Atualmente a candidemia é reconhecida como grave
problema de satde publica nas regides subdesenvolvidas,
mas também é preocupante nos paises desenvolvidos. A
gravidade da doenca, associada a condi¢des debilitantes
do paciente, leva a um aumento do tempo de internacao
hospitalar, acarretando elevagdo nos custos socioeconémi-
cos. Outro fator relevante é que as complicagdes clinicas
decorrentes dessa doenca sdo graves, refletindo em altas
taxas de morbimortalidade. De acordo com Viudes et al.?,
a mortalidade atribuida direta ou indiretamente a candide-
mia é de 40% a 60%.

Portanto, um diagnéstico precoce é fundamental
para que o tratamento farmacoldgico seja rapidamente
instituido, aumentando, assim, a probabilidade de cura.
O diagnéstico laboratorial da candidemia é baseado no
encontro de leveduras em amostras de sangue periférico.
Para isolamento do agente é utilizada a hemocultura,
realizada de preferéncia por métodos automatizados. A
seguir os micro-organismos sao identificados segundo suas
caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas. O limitante é que
a sensibilidade da hemocultura é baixa, em torno de 50%,
com elevado nimero de casos falsos negativos®.

O arsenal de antifingicos disponiveis no comércio é
restrito, por isso a indicacao deve ser criteriosa, no sentido
de evitar o surgimento de micro-organismos resistentes,
0 que muitas vezes acaba por dificultar a recuperacdo do
paciente, aumentando os custos de hospitalizacao. Atual-
mente é reconhecido, no mundo todo, o aumento do
ndmero de leveduras resistentes aos antifingicos usuais,
portanto a utilizacdo de métodos laboratoriais in vitro
contribui para a classificacdo dos isolados em sensiveis ou
resistentes, auxiliando o médico na escolha da terapéutica.

O objetivo deste estudo é fornecer uma revisdo so-
bre candidemia enfocando aspectos importantes sobre

etioepidemiologia, relagdo fungo/hospedeiro e diagnéstico
laboratorial desta infeccdo sistémica emergente.

Revisao de literatura

Historico

Segundo Sidrim e Rocha®”, a primeira documentacéo
de leveduras do género Candida spp. como patdgeno é
atribuida a Langenbeck, que em 1839 observou e isolou,
da cavidade oral de um paciente com afta bucal, um micro-
organismo, que atualmente é a mais importante levedura
patogénica do homem, a Candida albicans.

Contudo, as doengas causadas por fungos comegaram
a ganhar notoriedade a partir das observacoes feitas pelo
cientista Agostino Bassi no inicio do século XIX. Esse pes-
quisador, realizando varios ensaios, conseguiu demonstrar
a relacdo de uma doenca encontrada no bicho-da-seda,
de causa desconhecida na época, com a presenca de um
fungo. Conseguiu, a partir disso, desencadear infeccdes
em animais, e esses resultados permitiram ao pesquisador
editar o livro Frontispicio do trabalho, consagrando-o como
o pai da micologia clinica®?.

Porém, a micologia viveu um tempo de ostracismo,
vindo a ressurgir como uma importante area médica a partir
das décadas de 1970 e 1980 do século passado®®. Desse
periodo em diante observa-se maior valorizacéo do assun-
to, com inlmeras colaborac¢des acerca do entendimento
das infec¢des causadas por fungos. Houve também uma
preocupacdo com a padronizacdo internacional quanto
a classificacdo taxondmica dos agentes. A somatéria do
conhecimento nessas duas linhas ampliou e favoreceu a
troca de informacdes ao nivel mundial sobre as infeccoes
flngicas, de modo que hoje os fungos estdo entre os prin-
cipais agentes de infeccdes em pacientes hospitalizados.

Biologia e taxonomia do género Candida spp.

As leveduras do género Candida podem ser encontradas
em variados ecossistemas, como solo, alimentos, agua,
fazendo parte da microbiota de homens e animais. Esses
micro-organismos degradam proteinas e carboidratos para
obterem carbono e nitrogénio, elementos essenciais para
seu desenvolvimento.

Devido a sua capacidade adaptativa, as leveduras po-
dem desenvolver tanto na presenca de oxigénio quanto
em anaerobiose. Na maioria das vezes se reproduzem de
maneira assexuada, por meio de estruturas denominadas
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conidios, entretanto algumas espécies se multiplicam
sexuadamente.

Candida spp. Sao classificadas taxonomicamente no
reino Fungi, divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina,
classe Blastomycetes, familia Cryptococcacea. De acordo com
Sidrim e Rocha®”, o género Candida é o principal entre as
leveduras patogénicas, compreendendo aproximadamente
200 espécies.

Séo micro-organismos comensais, que habitam prima-
riamente o trato gastrointestinal, fazendo parte também da
microbiota vaginal, da uretra e dos pulmdes ®. Entretanto,
essas mesmas leveduras podem se tornar patogénicas, caso
ocorra um desequilibrio em sua relagdo com o hospedeiro,
por isso sdo consideradas oportunistas. Essa transformagdo
pode ser devida a comprometimento dos mecanismos de
defesa do hospedeiro (extremos de idade, doenca de base,
imunossupressao) ou rompimento das barreiras anatémicas,
como queimaduras, cateteres ou cirurgias invasivas'”. O
género Candida spp. é responsavel por 80% dos casos de
infeccao fangica sistémica®.

C. albicans é considerada a principal levedura patogé-
nica oportunista por ser a espécie mais frequentemente
isolada em humanos. Entretanto, nas Gltimas décadas tem
sido observado significativo aumento de outras espécies:
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. kefyr,
C. norvegensis, C. rugosa, C. guilliermondii, C. lusitaniae,
C. ciferrii, C. haemulonii, C. lipolytica, C. pulcherrima,
C. catenulata, C. utilis, C. viswanathii e C. zeylanoides. Essas
e outras espécies, conhecidas como néo-albicans, tém sido
cada vez mais implicadas em processos infecciosos humanos.

A candidemia é a infeccédo da corrente sanguinea cau-
sada por leveduras do género Candida spp. De acordo com
Chang et al.®, as espécies mais comumente isoladas em
amostras de sangue venoso de pacientes hospitalizados sé@o
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata.

Candidemia hospitalar

As infeccdes da corrente sanguinea (septicemia de
origem bacteriana ou flngica) representam importante
problema de salde pUblica mundial. Sdo doencas de alta
gravidade; acarretam aumento do tempo de internagédo
hospitalar e consequentemente elevam os custos de
hospitalizacdo, além das elevadas taxas de morbimorta-
lidade encontradas nos pacientes acometidos. Estudos
estimam que a taxa de mortalidade da candidemia seja
de 40% a 60%® . Nos Estados Unidos, Gudlaugsson
et al.@® registraram, no periodo de 1997 a 2001, a taxa

de mortalidade bruta de 61%, e de mortalidade atribuida
a candidemia, 49%.

Entre pacientes hospitalizados e gravemente doentes, a
sepse ainda € a principal causa de 6bito. Nos EUA, no periodo
de 1979 a 2000, houve um aumento significativo de casos
anuais desta infeccdo, passando de 164 mil (82,7/100 mil
pacientes) para 660 mil (240/100 mil pacientes). Neste mes-
mo periodo a prevaléncia de infecgdo da corrente sanguinea
causada por fungos aumentou na ordem de 207%®.

Atualmente vérios estudos tém demonstrado a importan-
cia das leveduras do género Candida spp. como agentes de
septicemia. Nos Estados Unidos, Edmond et al.?", analisando
a prevaléncia de infec¢des da corrente sanguinea durante
trés anos, em 49 hospitais, observaram que Candida spp.
foi a quarta causa mais comum de infec¢des de corrente
sanguinea, responsavel por 7,6% dos casos, superada ape-
nas por estafilococos coagulase-negativa (ECN) (31,9%),
Staphylococcus aureus (15,7%) e Enterococcus spp. (11,1%).

No Brasil foram encontrados resultados semelhantes.
Entre outros, destaca-se um estudo epidemiolégico con-
duzido por Colombo et al(®, realizado em 11 hospitais
terciarios. Foram confirmados 712 casos de candidiase
sistémica. Candida spp. foi também o quarto patégeno mais
frequentemente isolado, precedida por ECN, S. aureus e
Klebsiella pneumoniae. O mesmo grupo de pesquisadores‘?,
em estudo envolvendo resultados de 45.468 hemoculturas
de quatro hospitais terciarios de Séo Paulo, observaram que
em 4% dos casos o agente isolado foi Candida spp.

Em relacdo a distribuicao por espécies, segundo Colombo
e Guimardes®, C. albicans foi a mais isolada de fungemias
até a década de 1990. Apds esse periodo foi observado
um incremento na proporc¢do de espécies néo albicans. Em
principio, esse fato se deve a pressdo seletiva exercida pelo
uso profilatico de fluconazol em pacientes com risco eleva-
do de desenvolver infec¢bes flngicas invasivas®. Estudo
realizado em hospitais terciarios de Recife-PE comprovou
que C. ndo albicans sdo as principais leveduras isoladas
de fungemia e mostrou a importancia da C. tropicalis em
infecces fungicas nosocomiais”.

Fatores de risco do hospedeiro

As leveduras sdo encontradas em diversos sitios bio-
l6gicos de homens e animais, em uma relacdo comensal
com esses hospedeiros. Contudo, qualquer rompimento
desse equilibrio pode modificar essa relacdo harménica e
estabelecer outra, do tipo parasitario, que leva a infecgdes
de diferentes gravidades.
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InGmeros fatores ligados ao hospedeiro tém sido rela-
cionados como facilitadores para o desenvolvimento de
infecg@es fdngicas invasivas. Entre os mais importantes estéo
uso de antibidticos de largo espectro, tempo prolongado
de internacdo hospitalar, neutropenia, nutricdo parental,
sonda vesical, ventilagdo mecanica, cateter venoso central
e colonizagdo de varios sitios anatdmicos por leveduras.

Segundo Pappas et al.®?, além desses fatores, outros
merecem ser destacados, como idade extrema, imunos-
supressao, insuficiéncia renal, diabetes, quimioterapia,
radioterapia, lesdo de mucosas, hemodidlise, cirurgia prévia
e corticoterapia.

Fisiopatogenia

As infec¢des causadas por leveduras do género Candida
sao denominadas candidiase ou candidose. As micoses
causadas por esses fungos mostram um amplo espectro
de apresentacdes clinicas, podendo ser classificadas desde
superficiais, com acometimento cutdneo e mucoso, até
infeccdes profundas, disseminadas, de alta gravidade, como
é o caso da candidemia.

De acordo com Colombo e Guimarées®, o principal me-
canismo de transmissdo da candidemia é por via enddgena,
em que espécies de Candida que constituem a microbiota
de vérios sitios anatomicos, sob condi¢des de debilidade do
hospedeiro, comportam-se como patégenos oportunistas.

Outro mecanismo para transmissdo € por via exdgena,
a qual ocorre principalmente por meio das mdos de profis-
sionais da salde que cuidam dos pacientes. Também estdo
arrolados materiais médico-hospitalares, como cateteres e so-
lugdes intravenosas que estejam contaminadas por fungos®?.

Fatores de viruléncia

Ha algumas décadas acreditava-se que as leveduras
participavam passivamente do processo de patogénese
no estabelecimento da infeccéo flingica. Assim, a debili-
dade orgénica ou imune do hospedeiro era considerada o
Gnico mecanismo responsavel para o estabelecimento da
infeccdo oportunista. Atualmente esse conceito vem sendo
modificado. E consenso que esses micro-organismos parti-
cipam ativamente do processo fisiopatogénico da doenca,
utilizando-se de mecanismos de agressao denominados
fatores de viruléncia®.

De acordo com Calderoni e Fonzi®”, os principais fatores de
viruléncia das leveduras séo: capacidade de expressao de enzi-
mas extracelulares, fosfolipases e proteinases, que degradam

os tecidos do hospedeiro; producédo de substincias toxicas
que causam lesdo celular; capacidade de adeséo a células e
tecidos; formacéo de biofilmes sobre células e superficies ina-
nimadas; producéo de tubo germinativo por algumas espécies
de Candida spp.; producdo de hemolisinas; hidrofobicidade
da superficie celular e resisténcia ao peréxido de hidrogénio.

Entretanto, acredita-se que haja uma acéo sinérgica entre
vérios mecanismos de agressdo, os quais, em associacdo a
debilidade na resposta do hospedeiro, podem conduzir
a candidiase.

Proteinases e fosfolipases

As leveduras sdo capazes de secretar enzimas extracelu-
lares que destroem as membranas celulares do hospedeiro,
favorecendo posterior invasdo tecidual®@®. As principais en-
zimas produzidas tanto por C. albicans quanto nao albicans
sao as proteinases e fosfolipases.

As fosfolipases sdo um grupo de enzimas cuja secrecdo,
em C. albicans, é regulada pelo gene PLB1. Esta expressao
é afetada por fatores nutricionais, condi¢des do ambiente
(temperatura e pH) e fase de crescimento da levedura.
Fosfolipidios presentes na membrana das células humanas
e animais sdo os substratos®”.

As proteinases sao reguladas por uma familia de genes
SAP. Possuem atividade proteolitica, ou seja, usam proteinas
como substrato. Degradam colageno, queratina, peptideos
localizados na superficie de mucosas e podem, ainda, atuar
sobre componentes do sistema imunolégico, como imuno-
globulinas, complemento e citocinas, facilitando a invasao
das leveduras aos tecidos do hospedeiro®?.

Diversos estudos tém demonstrado a relacdo entre o
aumento na sintese e a atividade das enzimas extracelula-
res fosfolipases e proteinases, com a elevacdo do potencial
patogénico das leveduras, levando a quadros clinicos de
candidiases mais graves4 2> 2841,

Atividade hemolitica

Ainda pouco se discute sobre a atividade hemolitica das
diferentes espécies de Candida©®.

O elemento inorganico ferro é indispensével no desen-
volvimento dos micro-organismos em geral, inclusive das
leveduras, e a obtencdo desse elemento é essencial para
o0 estabelecimento de um processo infeccioso. Nos seres
humanos, a maior parte do ferro estad armazenada intrace-
lularmente como ferritina ou complexado ao grupamento
heme. Uma pequena quantidade de ferro extracelular esta
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ligada a proteinas de transporte de ferro, a transferrina e
a lactoferrina®®.

Portanto, os micro-organismos necessitam de mecanis-
mos para captacdo de ferro para o seu desenvolvimento.
A atividade hemolitica expressa a capacidade da levedura
em destruir as hemécias com a finalidade de obter ferro.

A destruicao dos eritrocitos pelas leveduras é realizada
pela producéo de substancias denominadas hemolisinas®”.
O padrdo de hemdlise produzido pelas diversas espécies
de Candida pode ser classificado em dois tipos: hemolise
incompleta ou parcial e hemdlise completa ou total®é 69,

Rorig et al.®» demonstraram que C. albicans tem maior
capacidade hemolitica que as demais espécies analisadas
(C. glabrata, C. parapsiolosis, C. tropicalis, C. guilhermondii
e C. krusei). Por outro lado, Negri et al.“> mostraram que
todas as amostras de C. tropicalis isoladas de hospitais pro-
duziram hemodlise total. Além disso, Favero®® descreveu um
fator hemolitico presente em sobrenadantes de cultura de
isolados clinicos de C. tropicalis, resistente ao calor (100°C) e
a acdo da pepstatina, sendo ainda identificado um possivel
gene envolvido, o CtHLP.

Tubo germinativo e polimorfismo em
Candida albicans

A capacidade da levedura em alterar sua morfologia
dependendo das condi¢bes de temperatura e do pH é
denominada dimorfismo ou polimorfismo celular. Isso
ocorre em C. albicans, que pode apresentar-se sob a forma
arredondada denominada blastoconidio, ou formando
pseudo-hifas ou hifas e micélios verdadeiros.

Estudos relatam que a producdo das estruturas mice-
lianas (hifas) eleva a capacidade de aderéncia da levedura
aos tecidos do hospedeiro devido ao aumento da superficie
de contato do mesmo, consequentemente facilitando a
invasdo tecidual e levando a disseminagao das leveduras a
érgéos internos do corpo humano? “9. Portanto, as hifas
tém sido relacionadas com as formas mais virulentas, que
possivelmente ocorrem devido a resposta de C. albicans ao
estresse ambiental(: 49,

Pseudo-hifa é outra estrutura morfoldgica observada
em C. albicans, produzida durante sua reproducdo por
brotamento, na qual os brotos nao se destacam da célula-
mae, ocorrendo, entdo, um encadeamento de células, cuja
forma lembra uma hifa®. O tubo germinativo é um prolon-
gamento continuo da célula-mae leveduriforme produzido
no inicio do processo de filamentacao, sendo considerado
uma forma de transicao entre a levedura e o micélio.

Estudos sugerem que cada uma dessas formas contribui
de alguma maneira para a viruléncia de C. albicans sobre
os tecidos do hospedeiro®?. A capacidade de alteracdo
fenotipica morfolégica € um dos mais importantes mecanis-
mos encontrados na patogénese da candidiase. Consolaro
et al.’? demonstraram que na candidiase vulvovaginal
a producdo de tubo germinativo foi significativamente
maior no grupo das mulheres sintomaticas do que no das
assintomaticas. Dambroso et al.'® também comprovaram
0 aumento da porcentagem de formacéo de tubo germi-
nativo e do tamanho desta estrutura em C. albicans isoladas
de um grupo de pacientes submetidos a tratamento de
radioterapia.

Capacidade de adesao

A capacidade dos micro-organismos de aderirem a célu-
las, tecidos ou outro tipo de superficie, é um pré-requisito
para a colonizagdo de um determinado sitio e causa de
uma subsequente infeccdo. Nesse contexto, de acordo
com Calderon e Fonzi?, a adesdo parece ter papel inicial e
fundamental no estabelecimento e desencadeamento do
processo infeccioso.

Para que ocorra adesdo, o primeiro estagio depende da
aproximacdo ou do contato inicial entre a parede celular
da levedura e a superficie da célula do hospedeiro ou de
materiais médico-hospitalares. Esse processo esté condicio-
nado a interferéncia de fatores biolégicos e né@o biol4gicos.

Entre os principais fatores néo bioldgicos sao reconhe-
cidas as interagdes quimicas que ocorrem entre as macro-
moléculas, como as forcas de Van der Walls, interacdes
hidrofébicas, eletrostaticas e pontes de hidrogénio®. Em
relacéo aos fatores bioldgicos, a adesdo é mediada por
mecanismos moleculares especificos, principalmente por
meio de proteinas chamadas de adesinas. Essas estruturas
aumentam a capacidade do fungo em aderir a superficies
inanimadas ou células/tecidos animais®“.

Apbs a levedura aderir a superficie, novos micro-orga-
nismos costumam interagir, promovendo a formacdo de
uma comunidade plural de seres microscopicos, em que
ha dependéncia metabdlica de grau varidvel entre seus
constituintes, caracterizando, assim, a estrutura conhecida
como biofilme.

Biofilme

O biofilme é constituido por um conjunto de micro-
organismos distintos que convivem em associacdo. Nas
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dltimas décadas, bacteriologistas e, mais recentemente,
micologistas tém observado que os micro-organismos
praticamente ndo existem na sua forma livre, planctonica
nos tecidos do hospedeiro, mas se agrupam formando
uma comunidade multicelular e plural, tanto sob os tecidos
quanto em préteses, cateteres e outras superficies©®.

O primeiro evento imprescindivel no processo de forma-
cdo de biofilme é a adesdo microbiana, a qual se segue o
processo de maturacédo do biofilme®". Apés a aproximagéo
da levedura com o substrato, inimeros acontecimentos
fisico-quimicos tornam possivel a adesdo inicial do micro-
organismo a esta superficie. Finda a etapa de adeséo, o
biofilme sofre um processo de maturacdo.

Em um biofilme maduro coexistem muitas microcolénias,
constituidas por distintas espécies de leveduras, que sdo en-
volvidas por uma matriz extracelular na qual ocorre a passa-
gem de agua e nutrientes. Segundo Douglas‘®, os biofilmes
maduros com um crescimento de 24 a 48 horas consistem
em uma rede densa de células sob a forma de leveduras, de
hifas e pseudo-hifas, além da presenca facultativa de bactérias.

Em suma, essa tendéncia natural dos micro-organismos
a conviver em comunidade, formando biofilme, ocorre de-
vido as vantagens conferidas quando estd em associacao.
Entre os beneficios da comunidade destacam-se a maior
protecdo contra as defesas imunes do hospedeiro e a acao
de antimicrobianos, o que acaba por favorecer o estabele-
cimento do processo patogénico. Além disso, a interacdo
entre espécies fornece beneficios mituos. Padua et al.“®
mostraram que a bactéria Pseudomonas aeruginosa teve
maior capacidade de aderéncia a cateter urindrio quando
na presenca de C. albicans.

Identificacido laboratorial das leveduras

A partir de 1980, devido ao aumento do nimero de
casos de candidemia em nivel mundial, houve necessidade
do aprimoramento das técnicas de diagndstico laboratorial.
Tendo em vista a gravidade das infecgdes fUngicas sisté-
micas, bem como seu elevado custo socioecondmico, é
importante um diagnéstico rapido e preciso para que a in-
tervencdo medicamentosa possa ser iniciada precocemente
na tentativa de minimizar as elevadas taxas de mortalidade.

O diagnéstico clinico, com base na sintomatologia e
na anamese do paciente, ndo é conclusivo, pois os sinais
e sintomas sao inespecificos. Febre e leucocitose seriam os
principais indicios de fungemia, porém 20% dos pacientes
nao desenvolvem hipertermia e apenas 50% apresentam
leucocitose®. Além disso, mesmo na presenca desses sinais,

ndo é possivel supor uma candidemia considerando-se a
semelhanca com os sinais de bacteremia.

Assim, é imprescindivel a confirmacdo laboratorial da
candidemia por meio da técnica da hemocultura, a qual
possui sensibilidade baixa, préxima de 50%, o que resulta
num diagnéstico tardio, aumentando as chances de com-
plicagao® 9.

Aidentificacdo de leveduras é baseada em varias provas
que avaliam as caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas
desses micro-organismos. Alguns testes sdo utilizados roti-
neiramente: produgdo do tubo germinativo, microcultivo
em é&gar fuba-tween 80, assimilacéo de carboidratos ou de
nitrogénio (auxanograma) e fermentacéo dos carboidratos
(zimograma)©9.

Essas provas fazem parte dos métodos fenotipicos
tradicionais para a identificacdo de leveduras usadas em
laboratérios do mundo todo, considerados métodos clas-
sicos e padrdo ouro para essa finalidade.

A partir da década de 1990, surgiram meios de cultura
cromogeénicos que auxiliam na triagem de leveduras pato-
génicas, diferenciando as col6nias conforme a cor produzida
e facilitando a deteccdo de culturas mistas. Essa ferramenta
pode também ser utilizada com o intuito de fornecer pre-
liminarmente um laudo réapido para o clinico, para que a
intervencdo terapéutica seja imediata®“?.

Cada vez mais sdo colocados no mercado sistemas auto-
matizados e semiautomatizados para facilitar a identificacdo
das leveduras®®¢D, Contudo, o uso destas ferramentas é ain-
da extremamente limitado por varias razdes: custo elevado,
falta de tradicdo, falta de produtos no mercado nacional.
Além disso, o principio dessas “novas” metodologias é o
mesmo dos testes manuais, 0 que acaba acomodando os
laboratérios, com a justificativa de que as metodologias
cléassicas ainda sdo as referéncias para a identificacdo de
fungos patogénicos.

Além dos métodos descritos anteriormente, novas estra-
tégicas tém sido empregadas no diagndstico laboratorial das
candidemias. Métodos soroldgicos, nos quais é avaliada a
presenca de antigenos ou anticorpos anti-Candida no soro,
e aqueles que detectam constituintes da parede celular da
levedura como manose e 1-3-B-D-Glucan®®,

Devido as limitagbes decorrentes do uso das técnicas
diagndsticas tradicionais, ainda ha necessidade de desenvol-
vimento de outros métodos, que permitam um diagndstico
rapido, sensivel, preciso e confidvel. Nesse sentido, as téc-
nicas moleculares como a reacao em cadeia da polimerase
(PCR)® podem ser uma boa op¢ao.
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Diagnéstico da candidemia por PCR

O desenvolvimento e o aperfeicoamento das técnicas
de biologia molecular utilizando o DNA de agentes infec-
ciosos tém-se mostrado uma estratégia clinicamente viavel.
A PCR é a técnica mais utilizada para este fim, pois permite
rapida identificacdo de alguns fungos. Entretanto, para o
diagnéstico da candidiase ainda ndo mostra razéo positiva
custo/eficacia em relacdo aos métodos classicos.

Para fins epidemioldgicos, a técnica derivada da PCR
“amplificacéo aleatéria de DNA polimérfico”, conhecida
pela sigla na lingua inglesa RAPD, fornece bons resultados.
Esse ensaio utiliza uma sequéncia pequena (nove a 10 pares
de bases) como primers aleatérios para a amplificacéo do
DNA. Essa variacdo da PCR permite avaliar a correlacdo
genética entre isolados da mesma espécie®® 3%, £ uma das
técnicas mais empregadas para esse propésito devido a
sua facilidade de execucdo, muito utilizada para comparar
isolados obtidos de amostras clinicas com os de fontes inani-
madas, auxiliando na anélise de inquéritos epidemiolégicos
de surtos hospitalares®?.

Por esse método de genotipagem pode-se analisar a
similaridade entre isolados clinicos e se micro-organismos
da mesma espécie sdo iguais, similares ou diferentes, dis-
criminando subpopulacdes intraespécies. Essa metodologia
também tem aplicacdo para se demonstrar a provavel
origem daquela infeccéo fingica. Por meio da tipagem
molecular de micro-organismos isolados em colonizacéo
(méos, superficies dispositivos), e em compara¢do com
isolados infectantes, pode-se comprovar se as mesmas sao
ou ndo geneticamente idénticas®" 62,

As principais vantagens da RAPD-PCR em relacéo as
demais técnicas moleculares séo: rapidez de execucdo,
baixo custo, facilidade de implantacdo em laboratérios,
facilidade de aplicagdo em estudos epidemioldgicos, além
de ndo haver necessidade de se conhecer previamente o
DNA a ser analisado ¢4 62,

Testes de suscetibilidade a antifingicos

Uma preocupagdo crescente na area microbioldgica é o
aumento do ndmero de micro-organismos com resisténcia
farmacoldgica, tanto frente aos antibacterianos quanto aos
antifingicos. A resisténcia as drogas é um grave problema de
salde, pois tem ocasionado vérios surtos de infecgdes sequidos
de morte. A resisténcia in vitro aos antifiingicos ainda é muito
baixa, sendo priméria em pouquissimos casos. Entretanto, o
uso profilatico de antifingicos em pacientes com maior risco
de desenvolver infec¢Bes flngicas invasivas tem alterado o

perfil das leveduras. Um dos mais utilizados com esse fim em
hospitais é o fluconazol, responsével, a0 menos em parte,
pela diminuicdo de infec¢bes causadas por C. albicans (em
geral mais sensiveis) e pelo aumento do nimero de espécies
nao albicans, especialmente C. glabrata e C. krusej, com perfil
aumentado de resisténcia a esse antifingico® >,

Assim, nos dias atuais, os testes de suscetibilidade a
antifingicos sdo fundamentais para que o tratamento
antifingico seja conduzido de maneira segura, correta e
eficaz. Pelo antifungigrama é possivel monitorar e detectar
cepas de Candida spp. resistentes, auxiliando o clinico na
escolha terapéutica antifingica adequada®@®. Entretanto,
os testes laboratoriais disponiveis para fungos ndo tém a
mesma contribuicao que os usados para bactérias.

O método mundialmente reconhecido como de refe-
réncia para antifungigrama foi padronizado pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI), em 1997, aperfeicoa-
do por meio de varios documentos posteriores. A metodo-
logia, cujo principio € o de diluigdo em caldo, apresenta boa
reprodutibilidade, porém, além de ser muito trabalhosa,
exige grande habilidade do manipulador devido aos deta-
Ihes técnicos e dificuldade de leitura, sendo, portanto, de
dificil aplicagdo rotineira na maioria dos laboratérios(> 3.

Na tentativa de difundir o uso de técnicas de antifun-
gigramas para maior nimero de laboratérios, sistemas
comerciais alternativos como o E teste vém apresentando
boa correlagdo com a metodologia de referéncia. Uma das
principais vantagens dessa técnica é o menor tempo de
leitura (24 horas), enquanto o da diluicdo em caldo é de
48 horas, além da maior facilidade de execucao®*?, Porém,
o elevado custo e a dificuldade de acesso no comércio séo
pontos limitantes até o momento.

Alternativamente tem sido sugerido o teste de difusdo
em disco, que é um método facil e mais barato. O critério
de leitura é a medida das zonas de inibicdo do crescimento
das leveduras da mesma forma que é feito para bactérias“?.
Por ndo utilizar variagdes de concentragdo de antifiingico e,
consequentemente, ndo definir ponto de corte, os micro-
organismos séo classificados apenas como sensiveis, sensiveis
dose-dependentes e resistentes'®. Além disso, o teste de
difuséo em disco ndo esta totalmente validado para todos os
antiflngicos e depende de otimizacdo em sua metodologia.

Consideracoes finais

A candidemia é uma doenca complexa, dependente de
inGmeros fatores, além de altamente letal. Assim, torna-se
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fundamental conhecé-la melhor sob os vérios aspectos. A
determinacdo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas
dos seus agentes permite a adocdo de estratégias para
tratamento, controle e prevencdo. Também protocolos
devem ser planejados e adotados, no sentido de diminuir
as consequéncias da infeccdo da corrente sanguinea cau-
sada por fungos.

Outro ponto a ser destacado é o conhecimento dos
mecanismos de viruléncia que as leveduras dispdem para
desencadear infec¢Oes de carater invasivo. Novos farmacos
com acao especifica devem ser pesquisados e descobertos,
no sentido de minimizar a expressao desses fatores de viru-
[éncia, consequentemente dificultando o desenvolvimento
do processo infeccioso.

Testes de suscetibilidade a antifingicos devem ser
realizados apesar de, diferentemente dos antibacteria-
nos, ndo serem uma prética clinica comum na érea da
microbiologia médica. Nesse contexto, reforcamos a ne-
cessidade da implantacdo de um programa para avaliagao
in vitro da suscetibilidade destes patégenos frente as drogas.

O monitoramento de amostras clinicas pode ser uma
ferramenta extremamente (til, pois permitird a escolha
do farmaco adequado e da dose ideal, com base em cri-
térios farmacoldgicos, a serem usados para cada paciente,
evitando-se tanto a administracdo de dose excessiva, e
consequentemente seus efeitos indesejaveis, como a selecdo
de micro-organismos resistentes.

Além da determinacdo de caracteres fenotipicos das
leveduras, a genotipagem por RAPD pode avaliar possiveis
fontes de surtos hospitalares e estabelecer identidade ou
similaridade das linhagens presentes no ambiente hospi-
talar, ferramenta importante na epidemiologia hospitalar.

Finalmente, ampliar e divulgar conhecimentos sobre a
candidemia é uma forma de disseminar a necessidade de
se estabelecerem programas eficientes de farmacovigilancia
associados a determinacao da suscetibilidade in vitro das
leveduras dentro de um hospital, dados interessantes no
sentido de controlar o aumento do ndmero de casos de
candidemia e, sobretudo, buscar a queda das taxas de
mortalidade atribuida a esse agravo.
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