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Resumo: Cerca de 80% das infecgbes fungicas hospitalares sdo causadas por espécies do género Candida,
Aproximadamente, 65% das infecgdes resultam da migragdo de micro-organismos da microbiota da pele, a partir
do sitio de insercdo do cateter e ocorrem devido a formacdo de biofilme. O objetivo do estudo foi realizar a
caracterizagao de leveduras do género Candida isoladas de cateter venoso central (CVC) e de hemoculturas de
pacientes hospitalizados. A metodologia empregada foi a de identificagdo de amostras de CVC e hemocultura,
utilizando CHROMagar®, CANDIFAST® e o método automatizado VITEK® 2 Compact. Para avaliagdo da
formacéao de biofilme, utilizou-se a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Foram investigadas 18 amostras
de pacientes hospitalizados, sendo encontradas 11 cepas de Candida albicans (50%), 02 cepas de C.
parapsilosis (9%), 02 cepas de C. tropicalis (9%), 01 cepa de C. glabrata (4,5%), 01 cepa de C. pelliculosa 4,5%),
01 cepa de C. guilliermondii (4,5%) e 04 cepas de leveduras n&o identificadas (18%). Na técnica de MEV, todas
as amostras de cateter foram positivas para a formagdo de biofilme, concluindo-se que sua presenga pode
influenciar na candidemia hospitalar relacionada ao cateter.

Palavras-chave: género Candida, cateter, hemocultura, biofilme.

Abstract: About 80% of hospital fungal infections are caused by Candida species. Approximately 65% of the
infections result from the migration of microorganisms of the microflora from the skin at the insertion site of the
catheter and are due to biofilm formation. The aim of the study was to characterize Candida yeasts isolated from
central venous catheter (CVC) and blood cultures of hospitalized patients. The methodology employed was to
identify CVC and blood culture samples using CHROMagar®, CANDIFAST®, and the automated VITEK® 2
Compact. A Scanning Electron Microscopy (SEM) was used to assess biofilm formation. We investigated 18
samples from hospitalized patients, and found 11 strains of Candida albicans (50%), 02 strains of C. parapsilosis
(9%), 02 strains of C. tropicalis (9%), 01 strain of C. glabrata (4.5%), 01 strain of C. pelliculosa (4.5%), 01 strain of
C. guilliermondii (4.5%), and 04 unidentified yeast strains (18%). SEM technique in all samples were positive for
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catheter biofilm formation, which indicates that their presence may influence the hospital catheter-related
candidemia.
Keywords: Candida; catheter; blood culture; biofilm.

1. INTRODUGAO

Em muitos hospitais utilizam-se avancgos cientificos, a fim de fornecer aos pacientes,
diagnésticos e terapias atualizadas, ainda assim, ha muitos problemas que os acompanham,
dos quais, 0os mais antigos e temidos sao as infec¢des hospitalares (COIMBRA, COIMBRA
FILHO; LIMA, 2012). Conforme o Ministério da Saude (MS), portaria n° 2.616, de
12.05.1998, as infeccbes hospitalares sdo aquelas adquiridas apds a admissao do paciente
na unidade hospitalar e que se manifestam durante a internagdo ou apés a alta (ABEGG;
SILVA, 2011).

A incidéncia de infeccbes hospitalares (IHs) por fungos tem aumentado,
substancialmente, nas ultimas décadas, acarretando altos indices de mortalidade, atingindo
até 60%. Espécies do género Candida tém sido os agentes mais frequentemente isolados,
correspondendo, aproximadamente, a 80% das infecgdes fungicas de origem hospitalar,
além de ser a quarta maior causa de infec¢do da corrente sanguinea, conduzindo ao 6bito
em torno de 25 a 38% dos pacientes (TAMURA et al., 2007). Em casos de candidemia, a
identificacdo da espécie torna-se indispensavel, pois a patogenicidade e o perfil de
sensibilidade a determinado antifingico sao variaveis, além de ser necessario localizar a
fonte da infecgdo e monitorar o tratamento, reduzindo, assim, o tempo de internagéo e os
custos hospitalares (MIMICA et al., 2009). O termo candidemia, apesar de controverso, pode
ser definido como, pelo menos, uma hemocultura positiva com sinais clinicos temporalmente
relacionados. Pesquisadores afirmam que ela esta relacionada com os avangos técnico-
cientificos da medicina e das ciéncias farmacéuticas, por esse motivo, existe o crescimento
significativo de ensaios clinicos, estudos multicéntricos de avaliagdo da terapéutica
antifiingica, estudos genéticos e desenvolvimento de testes laboratoriais (PAROLA, 2011).

No inicio de 1940, foram introduzidos, na prética clinica, dispositivos intravasculares
para auxiliar na assisténcia a saude de inUmeros pacientes, especialmente, os que estavam
internados em unidades de terapias intensivas (UTI) ou sob quimioterapia. Atualmente, eles
se tornaram indispensaveis e amplamente aceitos, sendo utilizados, apenas nos Estados
Unidos, cerca de 15 milhdes de cateteres venosos centrais por ano (CORREA et al., 2012).
Cateteres venosos centrais (CVC) sao utilizados, por exemplo, para administragdo de
medicamentos, solugdes de nutricdo parenteral e para facilitar o acesso vascular para
hemodidlise (ROSS et al., 2006). Estima-se que, pelo menos, metade dos pacientes,
admitidos em hospitais, receba terapias intravenosas (STORTI et al., 2007).

Aproximadamente, 65% das infeccbes resultam da migragdo de micro-organismos que
compdem a microbiota da pele, a partir do sitio de insercdo do cateter. Os fatores de risco
relacionados a infec¢ao por cateteres estdo associados a duracao do cateterismo, ao local
de inser¢do, ao material do qual é constituido, a repeticdo do cateterismo, a manipulagao
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frequente, a doenca de base, a gravidade do estado clinico do paciente, e a condicao
imunolégica do mesmo (ROSS et al., 2006).

A patogenicidade ou potencial de viruléncia define-se como a capacidade da levedura
em aderir, infectar e causar doenca, sendo determinados geneticamente e expressos
quando os micro-organismos sao submetidos a determinadas condicbes (TAMURA et al.,
2007). A maioria dos micro-organismos envolvidos na colonizacdo do cateter ndo séo
virulentos na forma plancténica, mas podem causar infeccdo persistente, quando estao
agrupados, formando o biofilme (conjunto de micro-organismos que convivem em
associacdo) que é preocupante, pois favorece protecao contra neutréfilos, dificultando a
atividade dos antimicrobianos e o tratamento com drogas (CORREA et al., 2012; STORTI et
al., 2007).

De uma forma geral, o processo de formacado do biofilme sobre a superficie de um
material ocorre em trés etapas: (i) Transporte de células livres do meio liquido para uma
superficie sélida e sua subsequente adsorgcao/adesao; (ii) Crescimento e divisdo de células
fixas a custa de nutrientes provenientes do liquido circundante (colonizagéo), conjuntamente
com a producao e excrecao de Substancias Poliméricas Extracelulares (EPS); e (iii) Fixacao
de células fungicas flutuantes e outras particulas, contribuindo para o acumulo do biofilme
(crescimento) (SREY; JAHID; HA, 2013; TAN et al., 2014; XAVIER et al., 2003).

O presente trabalho teve como principal objetivo realizar a caracterizagao de leveduras
do género Candida isoladas de cateter venoso central (CVC) e de hemoculturas de
pacientes internados de um hospital publico de Sao José dos Campos — Sao Paulo.

2. METODOLOGIA

No periodo de Marco a Novembro de 2012, foram solicitadas 243 pesquisas de micro-
organismos em ponta de cateter, das quais 40 foram objeto também de pedido de
hemocultura. Desse universo, o presente estudo analisou somente as amostras positivas
para leveduras, que totalizaram 16 amostras de cateter venoso central (sendo que destas, 3
possuiam também amostra de hemocultura), de pacientes internados em um hospital
publico de Sao José dos Campos - SP. As amostras foram cedidas pelo Laboratério
ValeClin, de Sao José dos Campos — SP, mantidas e processadas no Nucleo de Estudos
Farmacéuticos e Biomédicos (NUFABI) da Faculdade de Ciéncias da Saude e no
Laboratorio Central da Prefeitura de Sao José dos Campos — SP. O estudo obteve
aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Taubaté em 23 de
Fevereiro de 2012, sob protocolo CEP/UNITAU n.° 542/1.

A metodologia empregada foi realizada em trés etapas: 1- os segmentos de cateteres
recebidos foram lavados com solucao fisiologica a 0,9%, transferidos para um recipiente
estéril e colocados em estufa por, aproximadamente, 24 horas para a secagem. Apds a
secagem, os cateteres foram transferidos para um porta amostra (“stub”) com um pedaco de
fita de carbono coloidal para auxiliar a condutividade dos elétrons; posteriormente, foi
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realizada a metalizacdo da superficie com banho de ouro, seguida pela andlise em
Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV) - EVO MA 10, para observagéao da formagao de
biofilme; 2- a solugdo fisiologica utilizada na lavagem dos cateteres foi utilizada na
semeadura da amostra em CHROMagar® (DIFCO) e agar Sabouraud (DIFCO) e incubadas
a 37°C por 48 horas. Ap6s o periodo de incubacéao, as cepas semeadas em agar Sabouraud
(DIFCO) foram utilizadas na realizagao da identificagéo e prova de resisténcia a antifungicos
por meio do CANDIFAST (ELITech®) e de identificagdo por intermédio do método
automatizado VITEK® 2 Compact (Biomérieux); 3- realizou-se a semeadura das cepas
obtidas de hemocultura coletada, no momento da remocao do cateter,em CHROMagar®
(DIFCO), para a identificagao presuntiva e agar Sabouraud (DIFCO), que foi utilizado para
realizagdo da identificagdo por meio do CANDIFAST (ELITech®) e VITEK® 2 Compact
(Biomérieux).

3. RESULTADOS

Dentre as amostras analisadas, foram isoladas 22 cepas de leveduras. Utilizando a
identificacdo presuntiva por CHROMagar®, obteve-se dez cepas de C. albicans, que
correspondem a 50%; quatro cepas de C. krusei, com 18%; duas cepas de C. tropicalis, com
9%; uma cepa de C. glabrata, com 4,5%; e quatro cepas de outras espécies de Candida
(18%).

Ao utilizar o CANDIFAST, 9% das cepas foram identificadas como C. lusitaniae, 4,5%
como Saccharomyces sp e 86% das cepas nao foram identificadas.

Na metodologia automatizada VITEK® 2 Compact, chegou-se aos seguintes
resultados: 50% de C. albicans, 9% de C. tropicalis, 9% de C. parapsilosis, 4,5% de C.
glabrata, 4,5% de C. pelliculosa, 4,5% de C. guilliermondii e 18% de outras leveduras.

Ao analisar o percentual de concordancia entre os resultados obtidos nas trés
metodologias utilizadas, obteve-se o seguinte resultado: 19 cepas tiveram 67% de
concordancia e em 3 cepas nao houve concordancia entre os métodos, conforme Tabela 1.
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Tabela 1 — Identificacao das cepas utilizando CHRomagar®, CANDIFAST e VITEK® 2

Compact, com respectivo percentual de concordancia

Identificacao por

Identificacao

Identificacao por

Percentual de

Amostra CHRomagar® por CANDIFAST \gTEK® 2 Concordancia
ompact
1C C. tropicalis Nao identificado  C. tropicalis 67%
2C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
2H C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
3C C. krusei Nao identificado  Na&o identificado 67%
3H C. krusei f[f“har Omyces  Nao identificado NHC
4C C. krusei C. lusitaniae N&o identificado NHC
4H C. krusei C. lusitaniae N&o identificado NHC
5C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
6C C. tropicalis Nao identificado  C. tropicalis 67%
outras espécies de . o o
7C Candida Nao identificado  C. parapsilosis 67%
outras espécies de . g o
8C Candida Nao identificado  C. parapsilosis 67%
9C C. glabrata Nao identificado  C. glabrata 67%
10C outras_ espécies de Nao identificado  C. pelliculosa 67%
Candida
11C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
outras espécies de . - g o
12C Candioa Nao identificado  C. guilliermondii 67%
13C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
13H C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
14C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
15C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
16C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
17C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%
18C C. albicans N&o identificado  C. albicans 67%

C — Amostra de Cateter Venoso Central

H — Amostra de Hemocultura
NHC - Nao houve concordancia

Fonte: Autor

Seguindo o protocolo para analise das amostras em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), constatamos a presenca de biofilme em todas as amostras de cateteres.

A Figura 1 mostra a presenca de biofilme formado por Candida tropicalis, C. albicans,
C. parapsilosis e C. glabrata.
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Figura 1 — Visualizacao de Biofilme: A - Biofilme de C. tropicalis em MEV na
magnitude de 900X; B - Biofilme de C. albicans em MEV na magnitude de 1000X; C -
Biofilme de C. parapsilosis em MEV na magnitude de 1000X; e D - Biofilme de C.
glabrata em MEV na magnitude de 3000X.

Fonte: Autor.

Ao analisar os dados fornecidos pelo laboratério particular de microbiologia que cedeu
as amostras, foi possivel observar que o percentual de pesquisa de ponta de cateter positiva
para leveduras (7%), € menor que as positivas para bacterias e que 0s micro-organismos
mais prevalentes foram: em 1?2 lugar, o Staphylococcus epidermidis, com 16%; em 29, as

Leveduras, com 7%; e em 3° lugar, a Pseudomonas aeruginosa, com 6%, conforme
demonstrado na Figura 2.

Revista Univap - revista.univap.br
Sado José dos Campos-SP-Brasil, v. 21, n. 38, dez.2015. ISSN 2237-1753



52

Resultado das pesquisas de micro-organismos em ponta

de cateter :
60% 55% H Negativo
i Staphylococcus epidermidis
50% -
’ i Leveduras
40% - H Pseudomonas aeruginosa
# Klebsiella pneumoniae
0, 1
30% = Staphylococcus aureus
20% - =i Acinetobacter baumanii
il Serratia marcescens
0, 1
10% 7% |6% 5% 5% 4% ti Stenotrophomonas maltophilia
. 1% 1% 1%
0% [ 4 e e, M Serratia liquefaciens

Figura 2 — Avaliacao da porcentagem de amostras positivas e negativas obtidas de
cateteres de paciente hospitalizados.
Fonte: Autor.

Na Figura 3 é possivel visualizar o resultado de pesquisa de micro-organismos em
amostras de cateter e hemocultura do mesmo paciente, sendo que 0s micro-organismos
mais prevalentes foram: Staphylococcus epidermidis com 10%, Acinetobacter baumanii
(8%), Staphylococcus aureus (8%), Leveduras (5%) e Klebsiella pneumoniae (5%).

Resultado das pesquisas de micro-organismos em ponta

de cateter e hemocultura
70%

& Negativo
60%
60%

3 Staphylococcus epidermidis

50%

.1 Acinetobacter baumanii

40%

H Staphylococcus aureus

30% 8 Leveduras

20% i1 Klebsiella pneumoniae

8l Pseudomonas aeruginosa
10% 8

270

3% 3%

i Serratia liquefaciens

0%

Figura 3 — Avaliacao da porcentagem de amostras positivas e negativas obtidas de
cateteres e hemoculturas de paciente hospitalizados. Fonte: Autor.
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4. DISCUSSAO

Durante a execug¢ao da metodologia proposta por este trabalho, foi possivel verificar
que a prevaléncia de C. albicans (50%) em ponta de cateter e hemocultura foi superior em
comparagao com o numero de espécies nao-albicans (32%). Estudo semelhante obteve um
resultado concordante, pois, das 23 amostras de leveduras utilizadas (sendo 13 isoladas de
cateter venoso central retiradas de pacientes internados na unidade intensiva de tratamento
e 10 isoladas das maos de profissionais que atuam na UTI), a de maior prevaléncia foi a C.
albicans, seguida de C. tropicalis e C. parapsilosis (TAMURA et al., 2007).

No que se refere a prevaléncia de microrganismo, tanto em CVC quanto CVC
juntamente com hemocultura, as leveduras aparecem em segundo lugar na colonizagcéao de
cateter e, em terceiro lugar, na infeccdo sanguinea relacionada ao CVC (MACHADO et al.,
2009).

Na utilizagdo do CANDIFAST para identificagdo de leveduras, obteve-se um baixo
indice de identificacao, cerca de 14%, pois, por se tratar de um método colorimétrico, sua
leitura é subjetiva e nem sempre as mudancgas de coloracdo sao precisas e reprodutiveis,
além de o tempo médio de obtencado de resultado ser de 24 a 48 horas (PEREIRA, 2010).
J4, ao executar a metodologia automatizada VITEK® 2 Compact, foi possivel identificar 82%
das amostras em um tempo médio de 18 horas, o que demonstra o0 bom desempenho do
método (PAROLA, 2011; PEREIRA, 2010).

Na andlise das imagens obtidas pela Microscopia Eletronica de Varredura, péde-se
observar a presenca de biofilme em 100% das amostras, portanto, apesar da
tecnobioengenharia existente na fabricacdo de CVC, eles ainda estdo susceptiveis a
formagdo de biofilme, fato de extrema preocupagéo, pois contribui para o aumento da
morbidade de pacientes que carecem utilizar esses materiais (MACHADO et al., 2009;
MACHADO, 2010).

Algumas diferencas que podem existir nas amostras de CVC contaminado com
biofilme sao: a morfologia dos micro-organismos presentes, espessura e quantidade de
biofilme e presenga de hifas, podendo estar relacionadas com o estado clinico do paciente,
doenca de base, uso de medicamentos, tempo de permanéncia do CVC e, até mesmo, o
local de insergao do cateter, porém nao foi possivel realizar essas correlagdes devido a falta
de acesso ao prontuario dos pacientes. Em duas amostras de CVC e hemocultura do
mesmo paciente, verificou-se de concordancia entre o0s micro-organismos presentes,
comprovando que o sitio de insercdo do cateter estd diretamente relacionado com a
formacgao de biofilme e contribuem para a manutencao e surgimento do processo infeccioso
sistémico (MACHADO et al., 2009).

O presente estudo ndo contou com um numero substancial de amostras, devido a
dificuldade na obtencado de amostras clinicas de cateter venoso central e uma dificuldade
ainda maior na obtencao de amostras de CVC e hemocultura do mesmo paciente, pois essa
pratica, apesar de preconizada, nao é usual no cotidiano hospitalar.
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5. CONCLUSAO

Analisando os dados obtidos pdde-se concluir que a presencga de biofilme no cateter é
comum e pode influenciar no desenvolvimento de uma candidemia em pacientes
hospitalizados e que a metodologia de Microscopia Eletrénica de Varredura, utilizada para
avaliacao da presenca do biofilme, mostrou-se eficiente.

As leveduras foram a segunda maior causa de colonizagao de CVC e a terceira maior
causa de infeccao sanguinea relacionada ao uso de CVC. Dentre as leveduras identificadas
mais frequentemente, estdo: C. albicans com cerca de 50%, C. tropicalis e C. parapsilosis
com 9% cada uma.

No que tange as metodologias empregadas neste trabalho, concluiu-se que o uso da
metodologia VITEK® 2 Compact apresentou um desempenho na identificagdo de leveduras,
além de possuir um menor tempo para liberacdo do resultado e que CANDIFAST nao supriu
a necessidade de identificacdo das leveduras presentes nas amostras, demonstrando,
assim, que nao existe um unico método ideal de identificacao desses fungos emergentes,
envolvidos em candidemias hospitalares.
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