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Resumo: Devido a alta incidéncia de infec¢des graves, tem se buscado novas terapias antifingicas, muitas
vezes estas, sendo administradas de forma empirica e aumentando desse modo a resisténcia fungica.
Sendo assim, os testes de sensibilidade aos antifiingicos tornaram-se relevantes, permitindo a escolha do
farmaco adequado para o tratamento destes processos. Nas infec¢des flngicas provocadas por Candida,
a identificacdo de sua espécie é essencial, uma vez que a patogenicidade e o perfil de sensibilidade a um
determinado antifiingico séo variaveis entre as diferentes espécies. O presente estudo teve como objetivo
determinar a resisténcia aos antifingicos de uroculturas positivas para o género Candida spp. fornecidas
pelo Hospital Pio Xll de Sdo José dos Campos. Os perfis de resisténcia aos antifingicos das uroculturas
foram analisados pelo kit do método comercial Candifast®. A partir dos resultados, foi realizado um estudo
de incidéncia da resisténcia aos antifingicos, que demonstrou que 50,8% das amostras apresentaram
resisténcia, sendo de 55,56% a Nistatina, 66,67% a Miconazol e 88,89% a Fluconazol. Os resultados
encontrados demonstraram resisténcia do género Candida spp aos antifingicos convencionais, fazendo-
se, assim, necessaria uma vigilancia periodica da susceptibilidade das espécies de Candida, para a
utilizacdo da melhor terapéutica para essas infeccdes emergentes.

Palavras-chave: Candidurias hospitalares; antifungicos; diagnéstico.

Abstract: Due to the high incidence of serious infections, new antifungal therapies have been sought, which
are often administered empirically, thus increasing fungal resistance. Thus, tests of sensitivity to antifungal
agents have become relevant, allowing the choice of a suitable drug for the treatment of these processes.
In fungal infections caused by Candida, species identification is essential, since the pathogenicity and the
profile of sensitivity to a certain antifungal agent are variable among the different species. The present study
had as objective to determine the resistance to the antifungal agents of positive urocultures for the genus
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Candida spp. provided by the Hospital Pio Xl of Sdo José dos Campos. The antifungal resistance profiles
of the urocultures were analyzed by the kit of Candifast® commercial method. From the results, a study of
the incidence of antifungal resistance was performed, which showed that 50.8% of the samples presented
resistance, being 55.56% to Nystatin, 66.67% to Miconazole and 88.89% to Fluconazole. The results
showed resistance of the genus Candida spp. to the conventional antifungal agents, thus making it
necessary to do a periodic surveillance of the susceptibility of Candida species, for the use of the best
therapy for these emerging infections.

Keywords: Hospital candidiasis; antifungal agents; diagnosis.

1. INTRODUGAO

Infecgbes hospitalares flngicas sdo de grande relevancia em Saude Publica em
diversos paises. O amplo espectro de fungos oportunistas, agentes de infec¢des
hospitalares, expandiu e inclui espécies do género Candida e outras leveduras,
particularmente em setores de terapia intensiva e de cuidados hematoldgicos, com
dificuldades na prevencao e tratamento das infec¢des causadas (MALUCHE; SANTOS,
2008; NADEMI et al., 2015; PERLROTH; CHOI; SPELLBERG, 2007; SANTOS et al.,
2009).

As infecgdes urinarias pertencem a um grupo dos quatro tipos mais frequentes em
ambiente hospitalar, provavelmente pela frequéncia da necessidade de instrumentacao
do trato urinario, tanto para diagnéstico, quanto para drenagem de urina (LIMA et al.,
2007). Sao as infecgdes nosocomiais mais notificadas, e embora sua maioria seja de
origem bacteriana, cerca de 12% das culturas de urina positivas de pacientes
hospitalizados, contém um patdgeno fungico (GABARDI et al., 2016).

Ainda que seja assintomatica, na maioria dos casos, pois resulta apenas de
simples colonizagdo do trato geniturinario, a candiduria pode ser indicativa de uma
ampla gama de condi¢des potenciais (GABARDI et al, 2016) e pode ser um indicio de
processo infeccioso mais grave no rim, decorrida de disseminagdo hematogénica do
agente, causando lesbes graves a esse 6rgao e podendo levar a 6bito (LIMA et al.,
2007; MALUCHE; SANTOS., 2008; SANTOS et al., 2009). Os fatores de risco para a
candiduria abrangem dispositivos de drenagem do trato urinario, exposi¢céo recente a
antibiéticos de amplo espectro, imunossupressao, internacdo em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI), Diabetes Melitus, patologia no trato urinario e tumores (GABARDI et al.,
2016; NADEMI et al., 2015; SULLIVAN et al., 2017).

Ao longo da ultima década, houve uma mudanca na epidemiologia de Candida
spp., com um aumento de espécies nao albicans em pacientes admitidos em UTlI's
(GABARDI et al., 2016), isso pode estar relacionado ao uso abusivo de antibidticos e
antifungicos, que causam uma reduc¢do na sensibilidade das cepas aos farmacos
(COLOMBO; GUIMARAES, 2007).

A suscetibilidade aos antifungicos pelas leveduras do género Candida spp é
variavel, ou seja, ndo segue um padrao, sendo esta a razdo da grande importancia
clinica dos testes de resisténcia (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003). Por causa da
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alta incidéncia de infec¢des graves, houve aumento de opgdes para a terapéutica
antifungica, que sdo usadas em sua maioria de forma empirica. Sendo assim, os testes
de sensibilidade ante aos antifungicos tornaram-se uteis, permitindo a escolha do
farmaco adequado (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003).

Para ser considerado ideal para a clinica, o antifungico deve possuir amplo
espectro de atividade, agado fungicida, possuir formulagdo parenteral e oral, minima
interacao com outros medicamentos, possuir doses eficazes sem causar muitas reagoes
adversas, ter custo-efetivo e baixa resisténcia microbiana, portanto, é um desafio
desenvolver um agente antifingico que possua potenciais de agdo que nao sejam
partilhados pela espécie humana e pelo fungo (NAVARINI, 2007; PFALLER et al., 1998).

O presente estudo teve por objetivo determinar a resisténcia de Candida spp.
isolada de urinas de pacientes de um hospital particular de médio porte, da cidade de
Sao José dos Campos-SP.

2. METODOLOGIA

Foram investigadas as uroculturas realizadas, no periodo de margo a maio de
2012, em um laboratdrio particular situado em um hospital de médio porte da cidade de
Sao José dos Campos/ SP.

Os critérios utilizados para selecado das amostras foram: uroculturas positivas para
levedura do género Candida de pacientes adultos (entre 18 e 65 anos) hospitalizados,
ambos os géneros, durante o periodo investigado. O trabalho obteve a aceitagcéo para
a utilizagdo das amostras por meio do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade de Taubaté (UNITAU), pelo protocolo de numero 539/11, no dia 10 de
Fevereiro de 2012, intitulado “Estudo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas de
leveduras isoladas de candidurias hospitalares na regido de Sdo José dos Campos”.

As amostras foram cedidas pelo Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Pio
XII' (Instituto das Pequenas Missionarias de Maria Imaculada) e, em seguida, foi
realizado o estudo da resisténcia aos antifungicos, sem nenhum procedimento adicional
ao paciente.

O acondicionamento das amostras para transporte foi realizado em caixas
térmicas por até uma hora, ou sob refrigeracao a 4°C, por até 24h. As uroculturas foram
processadas no Nucleo de Estudos Farmacéuticos e Biomédicos (NUFABI), da
Faculdade de Ciéncias da Saude, na Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP). As
cepas clinicas foram obtidas das amostras positivas para leveduras, em seguida,
semeadas em Agar Sabouraud Dextrose (DIFCO) e acondicionadas a 37°C por 48h.

Utilizou-se o kit comercial Candifast® (International Microbio, Franga) como um
sistema de teste para resisténcia a agentes antifingicos. A série para identificacdo da
amostra continha diferentes aglcares e vermelho de fenol. A série para o teste de
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resisténcia continha glicose e em cada um dos pog¢os havia um antifungico, como
mostrado:

- Poco 2 (AB): anfotericina B (4ug/mL);

- Pogo 3 (NY): nistatina (200 unidades/mL);
- Pogo 4 (FCT): flucitosina (35 pg/mL);

- Pogo 5 (EC): econazol (16 pg/mL);

- Pogo 6 (KTZ): cetoconazol (16 ug/mL);

- Poco 7 (MCZ): miconazol (16 ug/mL);

- Poco 8 (FCZ): fluconazol (16 pug/mL).

O produto foi utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante, a interpretagao
foi realizada com o auxilio da bula de identificacdo e a incidéncia foi calculada pelo
numero de resisténcia aos diferentes antifungicos.

3. RESULTADOS

Foram investigadas 123 amostras (100%) no periodo de margo a maio de 2012,
sendo que 18 (15%) foram positivas para o género Candida, segundo analise realizada
pelo laboratorio, anteriormente ao fornecimento das mesmas para o presente estudo.
As uroculturas foram submetidas ao teste de perfil de resisténcia aos antifungicos

(Tabela 1) pelo método comercial Candifast® (International Microbio, Franga).

Os resultados, do perfil de resisténcia dos isolados das amostras de Candida spp,
frente aos antifungicos testados como o Miconazol (66,67%), Fluconazol (88,89%) e
Nistatina (55,56%), foram os mais altos. Os resultados de sensibilidade frente aos
demais antifungicos testados também demonstraram um alto indice em algumas

amostras.

Ja, na tabela 2, os resultados obtidos demonstraram que 49,23% das amostras
apresentaram um perfil de sensibilidade a esses antifungicos. Entretanto, o perfil de
resisténcia fungica foi de 50,77%, sendo que, destes, cerca de 29,36% foram
resistentes aos antifungicos azodlicos [i.e. inativam a enzima C-14-a-desmetilase,
interrompendo a sintese de ergosterol na membrana celular, desorganizando a estrutura
e funcdo da membrana e inibindo o crescimento da célula fungica (WHALEN; FINKEL,;
PANAVELIL, 2016)], como o Econazol, Cetoconazol, Miconazol e Fluconazol, 15,07%

foram resistentes aos poliénicos [i.e. antifungicos que se unem por interagdes
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hidrofébicas ao ergosterol predominante na membrana citoplasmatica dos fungos,
modificiando a permeabilidade da membrana e causando morte celular (REZENDE et
al., 2016)], como a Anfotericina e Nistatina e e 6,34% resistentes aos antimetabdlicos
[i.e. interrompem a sintese de acidos nucleicos e de proteinas (WHALEN; FINKEL;
PANAVELIL, 2016)], como a Flucitosina.

Tabela 1. Perfil de Resisténcia aos Antifungicos pelo método Candifast®
(International Microbio, Franga).

AMOSTRAS PERCENTUAL
Antifingicos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 R s
g“f“e"c'"a RSSSRRRRRR S S S S SRR S 5000 5000
Nistattha R SRSRRRRR S S S S S R R R S 5556 4444
Flucitosina RS SSRRRRR S S S S S S R R S 4444 5556
Econazol R SSSRRRRSS S S S S SR S S 3333 6667
FetoconazoRSSSRRSSSSSSSSSSSS16,67 83,33
Miconazol R SRRRRRRR S S R R R S S S R 6667 3333
Flueonazo RRRRRRRRR S R R RRRR S R 888 11,11

* R: Resistente
* 8: Sensivel
Fonte: Autor.

Os resultados, do perfil de resisténcia dos isolados das amostras de Candida spp,
frente aos antifungicos testados como o Miconazol (66,67%), Fluconazol (88,89%) e
Nistatina (55,56%), foram os mais altos. Entretanto, os resultados de sensibilidade frente
aos demais antifungicos testados também demonstraram um alto indice em algumas
amostras.

Ja na tabela 2, os resultados obtidos, demonstraram que 49,23% das amostras
apresentaram um perfil de sensibilidade a esses antifungicos. Entretanto, o perfil de
resisténcia fungica foi de 50,77%, sendo que destes cerca de 29,36% foram resistentes
aos antifungicos azdlicos [i.e. inativam a enzima C-14-a-desmetilase, interrompendo a
sintese de ergosterol na membrana celular, desorganizando a estrutura e funcéo da
membrana e inibindo o crescimento da célula fungica (WHALEN; FINKEL; PANAVELIL,
2016)], como o Econazol, Cetoconazol, Miconazol e Fluconazol, 15,07% foram
resistentes aos poliénicos [i.e. antifUngicos que se unem por interagdes hidrofébicas ao
ergosterol predominante na membrana citoplasmatica dos fungos, modificiando a
permeabilidade da membrana e causando morte celular (REZENDE et al., 2016)], como
a Anfotericina e Nistatina e e 6,34% resistentes aos antimetabdlicos [i.e. interrompem a
sintese de acidos nucleicos e de proteinas (WHALEN; FINKEL; PANAVELIL, 2016)],
como a Flucitosina.
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Tabela 2. Incidéncia de Resisténcia e Sensibilidade das amostras clinicas.

Percentual

Classificagao Antifangicos R S

Poliénicos Anfotericina B - 7 43 49
Nistatina

Antimetabdlicos Flucitosina 6,34 7,93
Econazol

Azélicos Cetoconazol g 35 27,77
Miconazol
Fluconazol

Percentual Total 50,77 49,19

*R : Resisténcia
*S : Sensibilidade
Fonte: Autor.

4. DISCUSSAO

Embora o termo candiduria signifique a presenca de Candida spp em uroculturas,
nao necessariamente sua presenca indica infecgao. Pois este evento é frequentemente
observado em pacientes expostos a fatores de risco, como: pacientes em unidades de
terapia intensiva, imunocomprometidos, transplantados, portadores de HIV, entre
outros. Entretanto, os testes de resisténcia aos antifungicos se tornaram importantes,
devido ao aumento de infec¢des fungicas e resisténcia a essas drogas. (GABARDI et
al., 2016).

No presente estudo, obteve-se um indice de resisténcia aos antifingicos de
50,8%. A leitura do método Candifast® foi realizada com cautela, considerando que sua
interpretacdo é totalmente visual. A determinacdo da resisténcia das leveduras aos
antifungicos foi caracterizada por meio do crescimento ou da auséncia das leveduras
em contato com os diferentes antifungicos presentes no kit do método comercial. O
crescimento é observado por meio de alteragao da cor, ja que as leveduras fermentam
a glicose, fazendo com que ocorra uma acidificagdo do meio, com o vermelho de fenol,
mudando, assim, para a cor amarela ou amarelo-alaranjada. A coloragao pode também
ser alterada para rosa fucsina, devido a hidrélise da uréia pelas leveduras que sao
ureases-positivas, liberando, assim, a aménia que alcaliniza o meio e o modifica.

Em um estudo realizado em 2009, observou-se que 92,3% das amostras
apresentaram resisténcia aos mesmos antifungicos estudados neste trabalho. Essa
diferenca de valores pode ser devida ao niumero de amostras estudadas e ao teste
empregado (SANTOS et al., 2009). Embora o Candifast® seja um método comercial
utilizado na clinica, possui um numero restrito de antifungicos para serem testados.
(EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003).

Foi observada, também, a alta resisténcia ao antifingico Fluconazol (88,89%),
dados semelhantes relatados por estudos, que demonstraram que entre 61-100% das
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C. albicans apresentaram resisténcia a este antifungico (AL THAQAFI et al., 2014;
SANTOS et al., 2009). A resisténcia ao fluconazol é limitada aos portadores de doencas
graves que entraram em contato com drogas azélicas, tanto na forma profilatica, quanto
na terapéutica. Evidenciando, assim, que o uso prolongado dessa droga desenvolve
uma maior resisténcia para o género Candida spp. (ZARDO; MEZZARI, 2004).

Estudos indicam o Fluconazol para terapia de infeccdes urinarias, devido a sua
alta concentragao ativa encontrada na urina, mas também o expdem como a droga que
tem a menor probabilidade de obter resisténcia durante seu uso e menos toxica que a
Anfotericina B para infecgbes oportunistas. (RODRIGUES; MEZZARI; MENEGHELLO,
2011). Como observado neste estudo, a alta resisténcia das amostras ao Fluconazol,
pode se dar devido a espécie de Candida sp, pois algumas espécies como glabrata e
krusei possuem uma resisténcia intrinsica a este antifungico, sendo assim, necessario
a identificacdo da cepa para uma melhor resposta ao medicamento.

Observou-se que as amostras apresentaram uma sensibilidade de 83,33% ao
antifungico Cetoconazol. Resultado também visto em um estudo que apresentou um
indice de 60% de sensibilidade das amostras a este antifungico (BENEDETTJ;
FORNARI; SCHERVINSKI, 2011). Portanto, as drogas azdlicas demonstraram ser mais
resistentes aos antifungicos estudados, devido, provavelmente, a sua alta utilizagao
clinica em pacientes com infeccdo (ZARDO; MEZZARI, 2004).

A Nistatina, uma droga antifungica da classe dos poliénicos, é utilizada, em sua
maioria, no tratamento de infecgbes superficiais (RODRIGUES; MEZZARI,
MENEGHELLO, 2011). No presente estudo, foi observada uma resisténcia de 55,56%
das amostras testadas para Nistatina e de 44,44% para Flucitosina. Este potente agente
antifungico € um antimetabdlico que tem seu mecanismo de ag¢ao na inibi¢ado da sintese
de acido desoxirribonucléico (DNA) na célula leveduriforme. Entretanto, seu espectro de
acao é restrito a alguns microrganismo e durante seu uso pode surgir resisténcia,
tornando este antifiingico ineficaz em terapias prolongadas (BERGOLD; GEORGIADIS,
2004).Essa informacdo vem de encontro com os dados obtidos do perfil de
suscebilidade da droga analisada e com o indice de resisténcia obtido.

Estudo semelhante observou uma resisténcia de 3,7% de amostras de Candida
albicans ao antifungico Econazol e todas as Candidas n&o albicans apresentaram
resisténcia a este antifungico (GONDIM et al., 2009). Nossos resultados demonstram
uma resisténcia de 33,33% ao Econazol, que pode ser devido ao aumento de
desenvolvimento de resisténcia a drogas azolicas (GOMES et al., 2010).

O presente estudo apresentou um indice de 66,67% das amostras, com
resisténcia ao Miconazol, porcentagem maior que a encontrada em um estudo realizado
em 2009, que demonstrou que 11,1% das amostras foram resistentes a esse
antifungico, e observou-se que o uso prolongado desses farmacos pode causar um
aumento na resisténcia das amostras clinicas ante ao tratamento (GONDIM et al., 2009).
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que as cepas isoladas apresentaram alto indice de resisténcia aos
antifungicos azdlicos (Miconazol e Fluconazol, por exemplo) que sdo alguns dos
antifungicos mais utilizados no controle dessas leveduras. Esse fato demonstra a grande
importancia de uma terapéutica adequada para os diferentes pacientes que sao
expostos a esses agentes. E possivel, também, concluir que ha a necessidade de uma
vigilancia rigida da susceptibilidade das espécies de Candida, ja que o uso prolongado
e indiscriminado de alguns farmacos tem aumentado a taxa de resisténcia dessas
espécies frente aos antifungicos convencionais, fazendo com que o paciente seja
exposto a uma terapéutica ineficaz.
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