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Resumo da Dissertagao

Introdugao: Candida parapsilosis € conhecida como uma importante causa de
infeccdes da corrente sanguinea. Recentemente, C. parapsilosis foi dividida em
trés espécies distintas: C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis. Existe caréncia de dados clinicos e epidemiolégicos destas
espécies, e segundo alguns estudos prévios foi possivel detectar que existem
diferencas de suscetibilidade entre as espécies do complexo Candida
parapsilosis.

Objetivos: Identificar variaveis que sao fatores de risco para o
desenvolvimento de candidemia pelas espécies do complexo C. parapsilosis, a
prevaléncia de cada espécie e também avaliar a suscetibilidade in vitro a
caspofungina.

Material e Métodos: Estudo de coorte retrospectivo. Os fatores de risco para
candidemia foram analisados através da revisdo de prontuarios. Para
identificacdo das espécies do complexo C. parapsilosis foi utilizado PCR em
tempo real com sondas especificas (Molecular Beacons). A suscetibilidade a
caspofungina foi determinada através da técnica de microdiluicdo em caldo.
Resultados: Dos 119 isolados incluidos no estudo, 83,3% foram identificados
como C. parapsilosis, 15,0% C. orthopsilosis e 1,7% C. metapsilosis. Tumor
solido (p=0,013), uso prévio de beta-lactamicos (p<0,001) e corticosterdides
(p=0,050) foram fatores de risco associados com candidemia por C.
parapsilosis, enquanto que insuficiéncia renal (p<0,001) e doenca hepatica
crdnica (p=0,022) foram fatores de risco associados com as espécies de C.
orthopsilosis € C. metapsilosis. C. parapsilosis apresentou maiores MICs para

caspofungina quando comparado com C. orthopsilosis (p=0,036).
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Conclusdes: A prevaléncia das novas espécies e o perfil de sensibilidade
encontrada em nosso estudo foi semelhante a de estudos prévios. Nossos
resultados também indicam que pacientes infectados por C. orthopsilosis e C.
metapsilosis apresentaram maior frequéncia de imunocomprometimento em
comparagdo com C. parapsilosis, sugerindo reduzida viruléncia destas duas
espécies. E de grande importancia epidemiolégica a identificacdo do complexo

C. parapsilosis, pois existem diferencas entre estas espécies.



1. Introducao

Candida parapsilosis € uma importante causa de candidemia. (Pfaller e
cols., 2000). Esta espécie é frequentemente relacionada com infeccdo da
corrente sanguinea em pacientes recém-nascidos, imunodeprimidos e
previamente tratados com antifungicos, sendo também associada ao uso de
dispositivos intravasculares e nutricio parenteral (Clark e cols., 2004; Almirante

e cols., 2006).

Inicialmente, C. parapsilosis foi separada em trés grupos, I-lll (Lin e cols.,
1995). No entanto, recentemente, através do sequenciamento de genes foi
possivel identificar que havia diferencas suficientes para a separacdo destes
trés grupos em novas espécies que sao fortemente relacionadas: C.
parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis

(Tavanti e cols., 2005).

Embora ainda existam poucos estudos referentes a este tema, de modo que
pouco se sabe sobre as diferencas dessas novas espécies do complexo C.
parapsilosis, alguns estudos encontraram diferencas biolégicas entre as
espécies, incluindo a distribuicdo geografica das mesmas, a suscetibilidade aos
antifungicos e a presenca de fatores de viruléncia (Gacser e cols., 2007,
Gongalves e cols., 2010; Orsi e cols., 2010; Ge e cols., 2011; Miranda-Zapico e

cols., 2011).



1.1 Candidemia

Candidemia é definida como uma doenca clinica associada a presenca
de leveduras do género Candida na corrente sanguinea. As infec¢gdes fungicas
que antes eram consideradas raras tém aumentado muito nas ultimas décadas,
especialmente a partir de 1980. Um levantamento epidemiolégico nos Estados
Unidos da América mostrou que entre os anos de 1979 e 2001, a infeccao de
corrente sanguinea causada por fungos aumentou em 207%. A maioria destas
infeccoes, cerca de 80%, & causada por fungos pertencentes ao género
Candida, patégenos que comumente afetam pacientes criticamente doentes
(Martin e cols., 2003).

As espécies de Candida sdo o quarto organismo mais isolado em
infeccdes de corrente sanguinea de ambiente hospitalar. No Brasil, as taxas de
incidéncia variam de 1,66 a 2,49 casos por 1.000 admissdes, numeros estes
bem maiores (3 a 10 vezes) do que o encontrado em paises do Hemisfério
Norte (Colombo e cols., 2006; Colombo € cols., 2007).

As hemoculturas sao o teste de primeira escolha no caso de suspeita de
infeccbes de corrente sanguinea. As técnicas atuais usam meio de cultura
processados e sistemas automatizados, que melhoraram consideravelmente a
sensibilidade das culturas de sangue para a deteccdo de microorganismos. No
entanto, a sensibilidade destas culturas para o diagnéstico de fungemia ainda é
limitada, sendo estimada em 50-75% (Cuenca e cols.,, 2012). Apéds a
positivacdo do frasco de hemocultura, esta amostra deve ser semeada em

meio de cultura adequado e, apés o crescimento de leveduras, sdo realizadas



provas de assimilacdo de carboidratos para identificacdo da espécie de
Candida. Todo este processo costuma demorar diversos dias, levando a um
diagnéstico tardio (Meyer e cols., 2004). As dificuldades diagnésticas e de
tratamento colaboram para a alta taxa de mortalidade destas infeccdes (40-
60%), que também estédo associadas a um prolongado tempo de internacéo na
unidade de terapia intensiva (UTI), resultando em aumento global dos custos

hospitalares (Dimopoulos e cols., 2008; Franca e cols., 2008).

1.2 Espécies de Candida causadoras de infecgao

Mais de 17 diferentes espécies de Candida foram relatadas como agentes
etiologicos de candidose invasiva em humanos. Entretanto, cerca de 90%
destas infeccdes sdo atribuidas a cinco espécies de Candida: C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei. As demais espécies, mesmo
sendo consideradas agentes incomuns de candidemia, estdo aumentando sua
prevaléncia nos Uultimos anos; dentre elas, temos: C. lusitaniae, C.
guilliermondii, C. dubliniensis, C. rugosa, C. kefyr, C. famata, C. inconspicua, C.
norvegensis, C. lipolytica, C. zeylanoides e C. pelliculosa, entre outras (Pfaller e
cols., 2007a; Pfaller e cols., 2007b).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para documentar a
epidemiologia da candidemia no Brasil (Pasqualotto e cols., 2008; Motta e
cols., 2010; Nucci e cols., 2013). Investigacbes tém demonstrado resultados
similares em diversas regides do pais: C. albicans é a causa mais comum de

candidemia, responsavel por aproximadamente metade dos casos, seguida por



C. parapsilosis (usualmente a segunda espécie em frequéncia, em especial na
Ameérica Latina) e C. tropicalis. A proporcdo de casos de candidemia por C.
glabrata permanece baixa, sendo na maioria dos estudos, inferior a 5%
(Pasqualotto e cols., 2008; Motta e cols., 2010; Nucci e cols., 2013).

A emergéncia de espécies de Candida nao-C. albicans como agentes de
candidemia tem sido justificada pela presséo seletiva exercida pelo aumento do
uso profildtico e empirico de antifungicos, potencialmente faciltando a
proliferacdo de espécies resistentes, bem como pelo maior numero de
procedimentos médicos invasivos e de individuos imunossuprimidos vistos na
pratica clinica (Pfaller e cols., 2000; Presterll e cols., 2007; Dimopoulos e cols.,

2008).

1.3 Candida parapsilosis

C. parapsilosis €& considerada um patégeno exogeno, pois
diferentemente das outras espécies de Candida, costuma causar infeccbes
sem a colonizagdo prévia de outros sitios, o que sugere que esta levedura
possa ter acesso a corrente sanguinea diretamente de fontes ambientais, e
também pelo fato de ser encontrado mais frequentemente na pele, ao invés de
mucosas (Almirante e cols., 2006).

C. parapsilosis € conhecida por sua habilidade de formar biofilmes em
cateteres ou outros dispositivos implantados, de ser facilmente transportado e
espalhado pelas maos colonizadas dos profissionais de saude, por sua

persisténcia no ambiente hospitalar, por estar associado com o uso de nutricao



parenteral e também por causar infeccées em lactantes e neonatos (Pfaller e
cols., 2008). Devido a sua origem exdgena, as infec¢cées por esta espécie
poderiam ser prevenidas pela atencdo as boas técnicas de controle de
infeccao, incluindo a higienizagdo das méos e adequada colocacéo e cuidados

com cateter (Levin e cols., 1998).

1.4 Fatores de risco de candidemia por C. parapsilosis

Apenas poucos estudos tém avaliado os fatores de risco para
candidemia por C. parapsilosis, utilizando analise multivariada. Segundo
Almirante e cols. (2006) os fatores independentes para fungemia por C.
parapsilosis, em comparacdo com C. albicans, incluiram pacientes neonatos
(odds ratio [OR] 7,5; 95% intervalo de confianca [IC] 2,1-26,8), transplantados
(OR 9,2; IC 95% 1,9-43,3), tratados previamente com antifungicos (OR 5,4; IC
95% 1,8-15,9) ou necessitando de nutricido parenteral total (OR 2,2; IC 95%
1,09-4,6). Segundo Clark e cols. (2004), além da nutricAo parenteral, a
internacdo em UTI (OR 16,4; IC 95% 1,8-148,1) foi também considerada fator
de risco independente para esta candidemia. Enquanto que para Weems e
cols. (1987) foi encontrado como fator de risco apenas o uso de nutricao
parenteral. Cateter venoso central ndo foi o principal fator de risco, segundo
Krcmery e cols. (1998), em seu estudo com pacientes com cancer; os fatores
de risco observados foram semelhantes aos descritos com outras fungemias,
tais como a terapia antimicrobiana anterior, neutropenia e profilaxia prévia com

azébis. Para Leven e cols. (1998), o uso de cateter venoso central implantavel



ou semi-implantavel foi a unica variavel associada com fungemia por C.
parapsilosis (p=0,016); resultados semelhantes foram observados no estudo
realizado por Hachem e cols. (2008), onde a presenca de cateter foi fator de
risco independente para candidemia por C. parapsilosis. Segundo Horasan e
cols. (2010), a infeccdo por C. parapsilosis foi mais associada com cateter
venoso central (p=0,008), e idade avancada (p=0,039), quando comparado
com as demais espécies de Candida.

Em estudo realizado com criancas por Dotis e cols. (2012), a analise
multivariada demonstrou que o Unico fator de risco independente para
candidemia por C. parapsilosis foi a presenca de ventilacdo mecénica 48 horas
antes da infeccdo (OR 2,44; [95% CI 1,44—4,14; p=0,001). Ja o uso de cateter
urinario uma semana antes da infeccdo mostrou reduzir o risco de
desenvolvimento de candidemia devido a C. parapsilosis, quando comparado
com as demais espécies de Candida (OR 0,37; 95% CI1 0,19-0,72; p=0,003).

Os preditores independentes para mortalidade em pacientes com
candidemia por C. parapsilosis parecem ter sido pouco estudados (Choi e cols.,
2009; Leroy e cols., 2009). A maioria dos estudos avaliou preditores para morte
em pacientes com candidemia causada por outras espécies, 0 que inclui
variaveis como diabete melito, imunossupressdo, ventilacdo mecanica,
temperatura corporal acima de 38,2°C (Leroy e cols., 2009), choque séptico,
nao retirada do cateter venoso central (Choi e cols., 2009), alto escore para
APACHE I, terapia antifungica inadequada e formacido de biofilme por
espécies de C. parapsilosis e C. albicans (Tumbarello e cols., 2007). As

infecccbes por C. parapsilosis se associam com menor mortalidade, em



comparacao com aquelas causadas por outras espécies de Candida

(Tumbarello e cols., 2007).

1.5 Perfil de suscetibilidade

O perfil de resisténcia das espécies de Candida tem sido bem estudado. C.
parapsilosis costuma apresentar boas taxas de sensibilidade aos principais
antifungicos utilizados na pratica clinica (anfotericina B, fluconazol, itraconazol,
voriconazol e 5-flucitosina), podendo variar um pouco dependendo da regido
demografica, mas na maioria dos locais estas cepas costumam apresentam
sensibilidade aos antifungicos superior a 95% (Pfaller e cols., 2000; Colombo e
cols., 2006; Pfaller e cols., 2007a; Nucci e cols., 2013).

As equinocandinas sdo a mais nova classe de agentes antifungicos;
desde que foram introduzidas no manejo das candidoses invasivas, estas se
mostraram drogas altamente eficazes, consideravelmente menos toxicas do
que anfotericina B, além de manter acdo contra espécies de Candida
resistentes aos azolicos (Brown e cols., 2003; Forrest e cols., 2008). As
equinocandinas atualmente disponiveis s&o caspofungina, anidulafungina e
micafungina. Equinocandinas sao lipopeptideos semissintéticos que atuam
inibindo a sintese da parede celular do fungo através do bloqueio nao
competitivo da B-1,3-D-glucano sintetase, que é responsavel pela formacao de
B-1,3-D-glucano, o polissacarideo estrutural mais importante da parede da
célula fungica. O bloqueio desta enzima provoca uma instabilidade osmética

comprometendo a integridade da membrana destes micro-organismos, levando



a célula fungica a morte. Esse mecanismo é extremamente peculiar porque a
parede celular € um componente que esta presente s6 no fungo, e isso garante
uma seletividade de acdo, com baixa toxicidade para humanos (Barchiesi e
cols., 2007; Cortés e cols., 2011; Simon e cols., 2013).

Uma recente preocupacdo € o fato das espécies de C. parapsilosis
demonstrarem suscetibilidade reduzida in vitro as equinocandinas (Pfaller e
cols., 2007a; Pfaller e cols., 2008; Lockhart e cols., 2008). Esta reducao esta
associada a mutacdes em duas regides altamente conservadas do Fks1p,
conhecidos como hot spot 1 e hot spot 2 que codificam uma importante
subunidade da glucano sintase (Effron e cols., 2008). As concentracdes
inibitérias minimas (MICs) das equinocandinas para C. parapsilosis costumam
ser muito superiores aquelas observadas para C. albicans (Barchiesi e cols.,
2006; Effron e cols., 2008).

Alguns estudos demonstraram que apdés o uso de caspofungina para
tratamento empirico em suas instituicées, ocorreu aumento de candidemia por
espécies de Candida antes consideradas menos comuns, como C. parapsilosis
(Forrest e cols., 2008; Kabbaraj e cols., 2008).

Embora C. parapsilosis seja naturalmente menos suscetivel as
equinocandinas do que as demais espécies de Candida, a maioria dos isolados
permanece sensivel a todas as trés equinocandinas, sugerindo que estas
espécies devem ser cuidadosamente monitoradas no que diz respeito a
resisténcia emergente a equinocandinas (Pfaller e cols., 2008; Ostrosky-

Zeichner e cols., 2003). Ainda, dados clinicos revelam resposta clinica similar



de C. parapsilosis as equinocandinas, em comparacdo com outras espécies de

Candida (Reboli e cols., 2007; Colombo e cols., 2010).

1.6 As novas espécies no complexo Candida parapsilosis: Candida

orthopsilosis e Candida metapsilosis

Na década de 1980, ocorreu um fato inusitado em uma instituicdo no Texas:
documentou-se uma alta incidéncia de C. parapsilosis como agente etiolégico
das infeccbes hospitalares, excedendo as taxas de C. albicans. Devido a este
fato, foi realizando uma investigacao para ver a possibilidade de um surto de
uma unica fonte, onde foram obtidos os perfis isoenzimaticos dos isolados de
C. parapsilosis. Ao invés disto, os resultados deste estudo mostraram que
havia trés grupos geneticamente distintos de C. parapsilosis entre os isolados
clinicos (Lin e cols., 1995). Entretanto, recentemente, o sequenciamento de
diversos genes mostraram diferengas suficientes que levaram a separagéo dos
trés grupos (I, Il e Ill) previamente estabelecidos em novas espécies
estreitamente relacionadas, séo elas respectivamente: C. parapsilosis sensu
stricto, Candida orthopsilosis, e Candida metapsilosis, que sao, até o momento,
fenotipicamente indistinguiveis (Tavanti e cols., 2005).

Os baixos niveis de variabilidade na sequéncia de DNA entre os isolados de
C. parapsilosis e os relativamente altos niveis de heterogeneidade genética
entre os isolados de C. orthopsilosis, sugerem que as espécies de C.
parapsilosis podem ter evoluido muito recentemente a partir da C. orthopsilosis

(Tavanti e cols., 2005).
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1.6.1 Prevaléncia das novas espécies como causadoras de

candidose

A prevaléncia encontrada para estas espécies de Candida é bastante
semelhante em diversas regiées do mundo, sendo a C. parapsilosis a espécie
mais comum, representando mais de 85% dos casos, seguidas pela C.
orthopsilosis, com aproximadamente 10% e por fim C. metapsilosis com
percentuais geralmente inferiores a 5% (Bonfietti e cols., 2012; Peman e cols.,
2012; Trevifio-Rangel e cols., 2012). Poucos estudos tém demonstrado
diferencas significantes nesta prevaléncia, como o conduzido por Ge e cols.
(2012), onde foi encontrado que C. parapsilosis correspondeu a 71,9% dos
isolados, enquanto que C. metapsilosis representou os 28,1% restantes, e ndo

foi identificado C. orthopsilosis.

1.6.2 Métodos de diferenciagao

Varios métodos moleculares ja foram descritos para identificacdo das
trés espécies do complexo C. parapsilosis, entre eles o RAPD (randomly
amplified polymorphic DNA) (Toro e cols., 2011), RFLP (restriction fragment
length polymorphism) (Mirhendi e cols., 2010), sequenciamento do ITS (internal
transcribed spacer) (Gongalves e cols., 2010), PCR (polymerase chain

reaction) multiplex em tempo real usando sondas especificas do tipo molecular
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beacons (Garcia-Effron e cols. 2011), PCR em tempo real baseado em DNA
mitocondrial (Souza e cols., 2012) e espectrometria de massa — MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight) (Hendrickx e cols.
2011). Apesar de cada técnica apresentar suas particularidades, todas s&o

boas ferramentas para a discriminacao entres as espécies.

1.6.3 Perfil de suscetibilidade

A maioria dos estudos que avaliou o perfil de suscetibilidade in vitro das
espécies do complexo C. parapsilosis para as equinocandinas, mostrou haver
diferenca entre as trés espécies, sendo que a C. parapsilosis apresentou MICs
mais elevados do que C. orthopsilosis e C. metapsilosis (Gomez-Lopez e cols.,
2008; Van Asbeck e cols., 2008; Ge e cols., 2012). Em um estudo experimental
realizado por Szilagyi e cols. (2012) foi encontrado que a eficacia da
caspofungina foi maior contra C. orthopsilosis € C. metapsilosis, quando
comparado com C. parapsilosis. Segundo Chen e cols. (2010), as cepas de C.
metapsilosis apresentaram menores valores de MICs em 24h para
caspofungina (p<0,01) do que as de C. parapsilosis e C. orthopsilosis. Neste
estudo ndo houve diferenca significativa entre os valores de MIC entre C.
parapsilosis e C. orthopsilosis. Entretanto, algumas pesquisas encontraram
similares perfis de suscetibilidade para equinocandinas entre as trés espécies
do complexo C. parapsilosis (Gongalves e cols., 2010; Trevifio-Rangel e cols.,

2012).
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1.6.4 Perfil de viruléncia

Estudos tém demonstrado que C. metapsilosis € particularmente
associada com viruléncia reduzida, em comparagdo com C. orthopsilosis e C.
parapsilosis (Gacser e cols., 2007; Orsi e cols., 2010; Bertini e cols., 2013;
Melo e cols., 2011; Sabino e cols., 2011). Bertini e cols (2013) avaliaram em
um modelo in vitro de co-incubacdo com células epiteliais bucais humanas as
propriedades adesivas de isolados clinicos pertencentes ao complexo C.
parapsilosis; neste estudo, foi encontrado que os isolados de C. parapsilosis e
C. orthopsilosis apresentaram semelhante propriedade de adesao, enquanto
que C. metapsilosis mostrou reduzida habilidade para aderéncia nestas células
em comparagcdo com C. parapsilosis (p<0,05). Apesar da atividade da ecto-
fosfatase ter sido relacionada com a propriedade de adesao, neste estudo este
fato nao foi observado, o achado foi confirmado por experimentos de inibicdo
da fosfatase. Ainda em um modelo experimental, foi induzida candidose vaginal
com cepas das trés espécies em ratos tratados com estrogénios, sendo
observado que ratos infectados com C. metapsilosis exibiram reduzida carga

fungica, principalmente nas fases iniciais da infec¢éo (p<0,005).

No estudo in vitro realizado por Orsi e cols (2010), foi demonstrado que
ao comparar a atividade anticandidal em células microglias BV2 entre as trés
espécies, C. metapsilosis foi mais suscetivel do que C. parapsilosis e C.
orthopsilosis, especialmente no ensaio de duas horas. C. metapsilosis foi

também significantemente menos fagocitada do que C. parapsilosis e C.
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orthopsilosis e mais propensa a acidificacdo intracelular das leveduras
contendo fagolisossomos. Ainda, C. metapsilosis causou pouco ou nenhum
dano as células micréglias, ao contrario do observado nas demais espécies do
complexo. Com relagdo aos niveis de lactato desidrogenase (LDH), quando as
células foram infectadas com as trés espécies de Candida estudada, nao
houve variacdo nos niveis de LDH nas primeiras 24 horas, entretanto nas
avaliacbes de 48 e 72 horas foi observado que existia uma relacido tempo-
dependente no aumento da atividade da LDH; em particular C. orthopsilosis e
C. parapsilosis induziram os maiores e intermediarios niveis de LDH
respectivamente, enquanto que C. metapsilosis apresentou os menores niveis
de LDH em todos os pontos analisados.

Em um estudo conduzido por Gacser e cols (2007) foram avaliados os
danos celulares através de microscopia em tecidos reconstituidos infectados
com leveduras. C. parapsilosis € C. orthopsilosis mostraram severa alteracao
morfolégica e dano celular. As alteracbes celulares causadas por C.
metapsilosis foram muito limitadas, ndo havia leveduras aderidas em células do
tecido epitelial e a estrutura do tecido foi semelhante a do controle. Para
quantificar a lesdo celular, foram dosados os niveis de LDH lancado pelas
espécies do grupo C. parapsilosis no sobrenadante de cultura de tecidos oral e
de epiderme apds 48 horas de incubacdo. C. parapsilosis e C. orthopsilosis
tiveram niveis mais elevados de LDH, quando comparados com C.
metapsilosis.

Sabino e cols (2011) mostraram que C. orthopsilosis e C. metapsilosis

foram menos citotoxica do que C. parapsilosis. E a producdo de fator de
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necrose tumoral alfa (TNF-a) foi significativamente menor (p<0,05) entre as
cepas de C. metapsilosis do que as demais representantes do complexo.

A capacidade das leveduras para formar biofime € um dos seus mais
importantes fatores de viruléncia, pois a formacao deste facilita a colonizacao
de implantes e ainda defende as leveduras do sistema imunolégico do
hospedeiro e contra a agdo de antifungicos. Com relacido a formacgédo de
biofilme, existem divergéncias entres os estudos realizados até o momento,
alguns encontraram que somente a C. parapsilosis foi capaz de produzir
biofiime (Tavanti e cols., 2007; Tosun e cols., 2012), enquanto que outros
mostraram que as espécies de C. metapsilosis e C. orthopsilosis também
possuem esta habilidade (Tavanti e cols., 2005; Lattif e cols., 2010). Em um
estudo conduzido por Melo e cols (2011) foi demonstrado que apesar das trés
espécies possuirem capacidade de formacao de biofilme, houve uma ordem na
quantificacdo desta formacao, sendo a C. parapislosis com maior producao,

seguida por C. orthopsilosis e por fim C. metapsilosis.

1.6.5 Fatores de risco entre as espécies do complexo C.

parapsilosis

Em um estudo conduzido por Blanco-Blanco e cols (2013), o uUnico até
entdo a pesquisar fatores de risco para candididemia pelo complexo C.
parapsilosis, foi demonstrado que fungemia por C. orthopsilosis foi relacionada
principalmente com nutricao parenteral (100% dos pacientes que apresentaram

C. orthopsilosis haviam feito uso prévio de nutricdo parenteral), e recém-
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nascidos (50% dos pacientes com C. orthopsilosis eram recém-nascidos). C.
parapsilosis sensu stricto, no entanto, foi recuperada principalmente de
pacientes com mais de 50 anos (69,2%) e apenas 46,1% estavam recebendo
nutricdo parenteral. Neste estudo, o Unico fator de risco que foi estatisticamente
significativo para candidemia por C. orthopsilosis foi o uso de nutricdo

parenteral (p=0,02).
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2. Objetivos

O objetivo principal deste estudo foi o de identificar variaveis que
fossem fatores de risco para o desenvolvimento de candidemia para as
espécies pertencendo ao complexo C. parapsilosis.

Os objetivos especificos deste projeto foram:

a) Determinar a prevaléncia de cada espécie do complexo C.
parapsilosis;
b) Comparar a mortalidade geral em 30 dias entre os pacientes

com candidemia causada pelo complexo C. parapsilosis;

) Avaliar a sensibilidade in vitro (MIC) de C. parapsilosis, C.

metapsilosis e C. orthopsilosis a equinocandina caspofungina.
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ABSTRACT

Previous studies showed reduced virulence for some species belonging to the
C. parapsilosis complex. We studied patients with candidemia caused by C.
parapsilosis complex over a seven-year period (n=119). Renal failure (p <0.001)
and chronic liver disease (p=0.022) were found to be risk factors for C.
orthopsilosis and C. metapsilosis; solid tumor (p=0.013), prior use of
corticosteroids (p=0.050) and beta-lactam (p <0.001) were risk factors for C.
parapsilosis. C. metapsilosis and C. orthopsilosis infections were associated at
a greater frequency with immunocompromised patients than C. parapsilosis

sensu stricto.
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Introduction

C. parapsilosis is one of the most frequent Candida species causing
candidemia [1, 2]. Recently the C. parapsilosis complex was divided into three
species: C. parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis and Candida
metapsilosis [3]. The importance of proper speciation in the C. parapsilosis
complex has been justified by species variability in virulence and drug
susceptibility [4-6]. Here we investigated whether there is any difference in risk
factors for candidemia in patients infected by these three species.

Materials and methods

Isolates of C. parapsilosis recovered from blood culture in a 1,200-bed
Brazilian tertiary hospital were studied (2004-2010). Fungal isolates were
originally identified at the species level with ID32C (BioMerieux, Marcy I'Etoile,
France). Only the incident yeast recovered from blood was studied. Clinical
notes of patients were reviewed, in order to determine risk factors for
candidemia presented in the 30 days preceding the infection. Microbiological
data, severity of iliness and the outcome of candidemia were also studied.

DNA was extracted using the fast small scale isolation protocol, as
described elsewhere [7]. RNA was removed by treatment with RNase A
(Pharmacia®) for 1 h at 37°C. Species in the C. parapsilosis complex were
differentiated by real-time PCR (Applied Biosystems 7500) using specific
probes (molecular beacons; MB). Reactions were performed in a 25uL mixture
that consisted of 12.5uL of Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG
(Invitrogen), 0.4uM of each primer (ITS-R:5-GAGTTTAATCTCTGGCAGGC-3;

ITS-F:5-GCGGAAGGATCATTACAGAA-3’), 4mM MgCl,, and 0.5uM of MB C.
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parapsilosis (5d FAM-CGCGATTTTCTTACACATGTGTTTTTATCGCG-BHQ-
13), in addition to 2uL of extracted DNA. Positive and negative controls were
used in every reaction. Samples that tested negative for C. parapsilosis sensu
stricto were evaluated in simplex PCR tests containing MBs for the C.
orthopsilosis (0.5uM of 5d CAL Fluor Red 610—
CGCGATTTTTACACATGTGTTTTTCTATCGCG-BHQ-23') or C. metapsilosis
(0.8uM of 5d Quasar 670-CGCGATCCTTTTCTTTCTACACATGTATCGCG-
BHQ-23’). All thermal cycling conditions were as follows: 2 min at 50°C, 10 min

at 95°C, and 45 cycles of 30 sec at 95°C, 30 sec at 50°C, and 30 sec at 72°C.

Caspofungin was obtained as standard powders from its manufacturer.
Susceptibility testing was performed using CLSI M27-A3 broth microdilution
(BMD) method. C. parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6258 were
used as control organisms for all experiments. We used clinical breakpoints to
define C. parapsilosis complex isolates as susceptible to echinocandins (MIC

values of <4ug/mL) [8].

The chi-square test or Fisher's exact test were used to compare
qualitative variables and quantitative data was analyzed with the Mann-Whitney
U test with SPSS v.16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). P values of <0.05 were

considered statistically significant.

Results

From the 119 isolates included in the study, 99 (83.3%) were identified
as C. parapsilosis, 18 (15.0%) were C. orthopsilosis and 2 (1.7%) were C.

metapsilosis. The clinical notes of 93 patients were available for review. As
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shown in Table 1, marked variations occurred in risk factors for candidemia for
these patients infected by different species in the C. parapsilosis complex.
Renal failure (p<0.001) and chronic liver disease (p=0.022) were risk factors for
C. orthopsilosis and C. metapsilosis, while solid tumor (p=0.013), prior use of
corticosteroids (p=0.050) and p-lactam (p<0.001) were risk factors for C.
parapsilosis. No difference was observed in terms of disease severity, as
determined by the APACHE Il score (for adults; p=0.614), PRISM Il score (for
children; p=0.842), presentation with septic shock (p=1.000), admission to the

intensive care unit (p=0.833), and overall in-hospital mortality (p=0.580).

Differences in susceptibility to caspofungin were also found within the C.
parapsilosis complex. Higher MICs were observed for C. parapsilosis (median
0.5; interquartile range, IQR, 0.5-1.0) relative to C. orthopsilosis (median 0.5;
IQR 0.25-0.5; p=0.036). MIC results were similar between C. parapsilosis sensu
stricto and C. metapsilosis (median 0.75; IQR 0.5-1.0; p=0.761). All isolates

were found to be susceptible to caspofungin.

Discussion

Until very recently virtually nothing was known about risk factors for
candidemia related to each of the Candida species in the C. parapsilosis
complex. The only study published so far found that parenteral nutrition
increased the risk for candidemia caused by C. orthopsilosis. However, this
study did not investigate the potential role of additional risk factors such as
underlying diseases, as evaluated by us [9]. Previous studies have shown that

C. metapsilosis was associated with reduced virulence, in comparison to C.
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orthopsilosis and C. parapsilosis, and may reflect a diminished ability to adhere
to epithelial cells [10]. Also, C. metapsilosis has limited ability to produce tissue
damage, and culture supernatants produce lower levels of lactate
dehydrogenase [4,5] and tumor necrosis factor-a [11]. Accordingly, the
frequency of C. metapsilosis as the agent of candidemia within the C.
parapsilosis complex in different studies has been quite low [6,12,13]. On the
other hand, C. parapsilosis sensu stricto has the greatest ability to form a
biofilm [14]. C. orthopsilosis appears to have similar virulence properties to C.
parapsilosis sensu stricto, even though limited data is available to this respect
[4,5,10]. Our data indicate that patients infected by both C. metapsilosis and C.
orthopsilosis demonstrate a higher frequency of immunocomprosising
conditions, in comparison to C. parapsilosis sensu stricto, suggesting reduced
virulence for the first two species. As shown in this study, patients infected by

different species in the C. parapsilosis complex had similar disease severity.

In this work, as in previous studies [6, 15] C. parapsilosis was shown
higher MICs in vitro to caspofungin than C. orthopsilosis sensu stricto. In a
pharmacodynamic study involving an experimental murine candidiasis,
caspofungin efficacy against C. orthopsilosis and C. metapsilosis was higher
than against C. parapsilosis [13]. C. metapsilosis shows significantly lower MIC
values to caspofungin (p<0.01), in comparison to C. parapsilosis sensu stricto
and C. orthopsilosis [16]. In contrast, C. parapsilosis sensu stricto and C.
orthopsilosis showed similar in vitro susceptibility profiles to caspofungin [11,
17]. Despite differences in MIC, all isolates collected over a seven-year period

in our study were susceptible to caspofungin.
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Some limitations of this study deserve mention. Due to its retrospective
nature some medical files were missing. The reason why caspofungin was the
only echinocandin evaluated in our study was because other drugs in the class
were not available in the Brazilian market at the time the study was planned.

In conclusion, this study demonstrating that patients with candidemia
caused by C. metapsilosis and C. orthopsilosis have different predisposing
conditions to the bloodstream infection, in comparison to those infected by C.
parapsilosis sensu stricto. These data reinforce the importance of performing a

proper speciation in the C. parapsilosis complex.
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Table 1. Comparison of risk factors for candidemia among species belonging to

the Candida parapsilosis complex.

Candida orthopsilosis (n=17)

Candida
Variables parapsilosis and Candida metapsilosis p value
(n=75) (n=1)

Renal failure 19 (25.3%) 13 (72.2%) <0.001
Chronic liver disease 1 (1.3%) 3 (16.7%) 0.022
Solid tumor 32 (42.7%) 2 (11.1%) 0.013
B-lactam antibiotic use 60 (80.0%) 6 (33.3%) <0.001
Use of corticosteroids 26 (34.7%) 2 (11.1%) 0.050

Data presented as n (%).
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4. Consideracgoes finais

A ocorréncia de infec¢des fungicas da corrente sanguinea tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, e destas cerca de 80% sao
causadas por leveduras do género Candida. C. parapsilosis tem emergido
como um importante patdégeno fungico, € a segunda espécie de Candida mais
frequente na América Latina e tem demonstrado MICs maiores que outras
espécies de Candida as equinocandinas. Recentemente, C. parapsilosis foi

diferenciada em mais duas espécies C. metapsilosis e C. orthopsilosis.

Pouco se sabia até entdo sobre a existéncia de diferentes condicdes
predisponentes em pacientes com candidemia causada pelas espécies do
complexo C. parapsilosis. O Unico estudo até agora publicado encontrou que
apenas o uso de nutricdo parenteral seria fator de risco para candidemia por C.
orthopsilosis; no entanto, ndo foram avaliadas doencas de base como as
demonstradas como fator de risco na nossa pesquisa. No nosso estudo,
embora ndo se tenha encontrado diferengca na severidade da doenca e na
mortalidade causada por estas espécies, foi demonstrado que existem

diferentes condi¢cdes predisponentes para candidemia entre elas.

Ainda no nosso meio nido havia sido realizado estudo in vitro de
suscetibilidade a caspofungina, a Unica equinocandina disponivel no Brasil no
momento da realizagdo do estudo, e de acordo com alguns estudos prévios

encontramos que existe diferenca com relagdo aos MIC quando comparado C.
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orthopsilosis € C. parapsilosis, sendo que esta ultima possui MICs mais

elevados.

A adequada caracterizagcio das espécies pertencentes ao complexo C.
parapsilosis se justifica pela caréncia de dados epidemioldgicos referentes ao
tema, bem como pelos resultados discordantes observados em alguns estudos

gue avaliaram a sensibilidade in vitro das mesmas as equinocandinas.

Como perspectivas desta pesquisa, precisamos considerar que, neste
estudo, devido a sua natureza retrospectiva, houve perda de informacao de
prontuarios; assim, o seguimento deste, com um numero maior de amostras
pode vir a contribuir para um melhor conhecimento destas novas espécies, pois
um numero mais representativo de amostras de C. metapsilosis permitiria uma
avaliacdo mais adequada das diferencas clinicas entre elas. Também poderia
ser avaliada a suscetibilidade in vitro das outras duas equinocandinas
disponiveis atualmente no mercado brasileiro, ja que esta classe antifungica
esta sendo amplamente utilizada atualmente. Também seria importante que os
laboratérios liberassem o resultado como complexo C. parapsilosis, € nao
apenas C. parapsilosis, devido ao fato de que as novas espécies ndo podem

ser diferenciadas fenotipicamente.
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PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA DE CANDIDA

l. REAGENTES:

1. Tampao protoplasto (p/ 1mL)

B-mercaptoetanol (PHARMACIA) ..........ooioiiii e 10,0uL
Tris —HCl AIM  PH 7,4 .o 100,0uL
EDTA 0,5 M pH 8,0, e 20,0pL

LYt CASE. ..t 0,25 mg
AQUA URTAPUIAL ...t 870,0uL

OBS.: Preparar o tampao na hora do uso.

2. Tampao de lise (p/ 1mL)

NAOH TOM. ..o e 20,0uL
SDS 1000, et e aaa s 100,0uL
AQUE URTAPUIAL ... 880,0uL

Colocar o SDS por ultimo para nao precipitar

L. PROCEDIMENTO

1. CRESCIMENTO DA LEVEDURA
Repicar a Candida em agar Sabouraud, apés crescimento, pegar uma coldnia isolada

e passar para um tubo contendo 2mL de Sabouraud liquido, incubar a 30°C overnight.
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2. EXTRAGAO DO DNA TOTAL DE LEVEDURAS

e Transferir 1,3mL da cultura para um tubo eppendorf de 1,5mL e centrifugar a
6.000 r.p.m. durante 3 min.

e Remover o sobrenadante e ressuspender as células em 1mL de H,O destilada—
agitar no voértex;

e Centrifugar a 6.000 rpm por 3 min.

o Descartar o sobrenadante, ressuspender as células em 200uL de tampao
protoplasto. Agitar no vortex e incubar por 1 hora a 37 °C .

e Adicionar 200uL de solucéo de lise e misturar cuidadosamente por invers&o.

e Incubar a amostra a 65 °C por 20 min e esfriar rapidamente no gelo

e Adicionar 200uL de acetato de potassio 5M pH 5,4, misturar gentilmente por
inversao e incubar no gelo por 15 min.

e Centrifugar em velocidade maxima por 3 min e transferir o sobrenadante (+/-
500ul) para outro tubo.

¢ Repetir a centrifugagcéo se necessario. Desprezar os tubos com o pellet.

¢ Adicionar 0,6 vol. isopropanol, (300uL) ao sobrenadante, misturar gentilmente

por inversao e incubar a temperatura ambiente por 5 min.

(Pode-se parar aqui o procedimento deixando os tubos em temperatura ambiente até o
dia sequinte)

¢ Centrifugar 5 min em velocidade maxima e descartar o sobrenadante.

¢ Adicionar 1mL de etanol 70% ao precipitado, misturar por inversdo e incubar a
temperatura ambiente por 10 min e centrifugar 10 min em velocidade maxima.

o Repetir a lavagem com etanol 70%.

e Secar o pellet por 10 min (ao ar ou no fluxo) e dissolver o DNA em 20 — 50 uL

de agua ultrapura.

3. TRATAMENTO COM RNAse,



Cada tubo:

50uL DNA (ja esta no tubo)

48uL agua

1uL Tris=HCI1 M pH 7,5

1uL RNAse A

100 pL volume total = misturar

Incubar 1 h 37°C .

Acrescentar a cada tubo 10uL acetato de sodio (NaOAc) 3 M pH +/- 4,5;
Acrescentar a cada tubo 220uL etanol absoluto;

Misturar. Incubar 10 min no gelo.

Centrifugar 15 min velocidade maxima.

Desprezar o sobrenadante.

Acrescentar a cada tubo 500uL etanol 80%. Misturar.

Centrifugar 15 min velocidade maxima, 14.000 rpm;

Retirar o etanol.

Secar o pellet 15 min no fluxo ou a temperatura ambiente.

Ressuspender o pellet em 50uL de agua ultrapura.

Estocar a — 20 °C.

Quantificar concentragéo e a pureza de DNA.
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Candidemia por Candida parapsilosis

1) Dados de identificacao

Nome
Prontuario: Sexo: OMOF Idade:
Data Nasc: __/__/ DataIntern: __/__/ Peso estimado: kg

2) Doencas de base

Diabete 0O Sim 0O Nao DPOC 0Sim 0ONéo

Insuf. card. O Sim [0 Nao Hepatop. crbnica 0 Sim [0 Nao

Insuf. renal 0O Sim 0O N&o Doenca neurol. 0 Sim 00 Néao

Cancer 0 Sim 00 Nao [ Neoplasia sélida [0 Neoplasia hematolégica
Transplante [0 Sim 0 Nao 0 Orgéo sdlido 0 Medula

3) Sobre a espécie de Candida causando candidemia

Qual foi a espécie: Duragéo da candidemia: ______ dias
Tempo para crescimento: ___ horas O Veia periférica U Central ON&o informado

Tempo para crescimento: _____ horas [J Veia periférica [J Central [0 Nao informado
Bacteremia concomitante? [0 Sim 0 Nao

Mais de uma espécie isolada, simultaneamente? 0 Sim. Quais?
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0 Nao

Outro sitio de isolamento de Candida? 0Sim.Quais?

0 Néao
4) Momento da candidemia
Data candidemia: __/__/ Internado em UTlI 0O Sim 0 Nao
Gravidade da doencga aguda [1 Sepse () Sepse grave [O0Choque séptico
APACHE Il (adultos): ___ PRISM Il (criangas):
Cateter venoso central (Ultimas 48h) 0 Sim 0 Nao

0 N&o-tunelizado

0 Monolimen dias; sitio U Duplo lumen dias; sitio



O Triplo lamen ___dias; ___sitio [ Schilley (didlise) ___dias; __sitio
00 Swan-ganz ____dias; ___sitio [0 Nao especificado ___dias; __sitio

0 Semi-tunelizado
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O Hickman ___dias; ___ sitio 0 Broviac ___dias; __ sitio

0 Permicath (dialise) ____dias; ___sitio [0 N&o especificado ___dias; ___ sitio
U Totalmente implantado (port-a-cath) ____dias; ___sitio

0 Insergao periférica (PICC) ___dias; ___sitio

00 Membro superior [0 Membro inferior
Relagéo da infecgdo com o CVC
0 Confirmado [0 N&o associada 0 Nao tinha CVC

Nutricdo parenteral (ultimas 48h) 0 Sim [ Nao O Com lipideos 0 Sem lipideos

Neutropenia 0O Sim 0 N&o <1000 dias <500 dias 01<100 dias

5) Ultimos 30 dias (antes da candidemia)

Corticoterapia [0 Sim 0 Nao Imunossupressores [ Sim [1 Nao
Quimioterapia 0 Sim 0 Nao
Cirurgia 0 Sim. Qual(is):

0 Nao

Antibi6ticos 0 Sim 0 Nao
0 Quinolonas 0 Glicopeptideo U Beta-lactamicos
0 Carbapenémico [0 Aminoglicosideo [ Sulfonamidas

Antifungicos 00 Sim 0 N&o

0 Voriconazol 0 Fluconazol O Itraconazol

0 Caspofungina 0 Anidulafungina 0 Anfotericina B
6) Terapia antifangica 0 Tratou [0 Nao tratou
0 Anfo B deoxicolato Duragéo ____dias Dose diaria (média) mga/kg
0 Anfo lipossomal  Duragdo ____dias Dose diaria (média) mga/kg

0 Anfo complexo lipidico Duragédo ____ dias Dose diaria (média) ma/kg



0 Fluconazol Duracdo ____ dias Dose diaria (média) ___ mg/kg
U ltraconazol Duracdo ____ dias Dose diaria (média) ___ mg/kg
0 Voriconazol Duracdo ____ dias Dose diaria (média) ___ mg/kg
0 Caspofungina Duragdo ___dias Dose diaria (média) ___ mg/kg
0 Anidulafungina Duragdo ___dias Dose diaria (média) ___ mg/kg
0 QOutro Duragao ___dias Dose diaria (média) ___ mg/kg
7) Manejo do CVC

Remocao ou troca do CVC 0 Sim. Apés ______dias U N&o O Sem CVC
Remocao ou troca de todos os CVC 0O Sim 0 Nao

8) Desfecho

Alta hospitalar [0 Sim. Duracao da internagédo: ______ dias [0 Nao

Obito na internagdo [ Sim. Tempo entre candidemia e dbito: dias 0O Nao
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DEFINIGOES DAS VARIAVEIS

Doencas de base

- Diabete

A ocorréncia apenas de hiperglicemia durante a internagao nao caracteriza diabete.
- Insuficiéncia cardiaca

Documentar apenas se paciente com sintomas NYHA classe Il ou IV.

- Insuficiéncia renal

Rastrear pela presenca de creatinina elevada (acima dos limites de normalidade).

- Hepatopatia cronica

Infeccdo crénica pelo virus da hepatite C ou B (independente dos valores de
transaminases), ou esteatose hepatica ou cirrose de qualquer etiologia.

-DPOC

Doenca pulmonar obstrutiva crénica,seja enfisema pulmonar ou bronquite crénica.

Sobre a espécie de Candida causando candidemia

Obs.: Este dado é referénte apenas a primeira hemocultura positiva.
- Duracao da candidemia

Definida pelo numero de dias entre a primeira e a uUltima hemocultura positivas para
Candida, com intervalo menor que 7 dias entre as colheitas. Obter esta informag&o no
laboratério central.

- Tempo para crescimento

Obter esta informacdo no laudo da hemocultura, emitido pelo laboratério central. E
fundamental que se registre se a hemocultura foi colhida de veia periférica ou através
do lumen do CVC (ou ambos).

- Bacteremia concomitante

Marcar esta opgao caso a Candida tenha sido isolada em hemocultivo onde também
havia bactéria.

- Isolamento de mais de uma espécie de Candida
Isto vale para a primeira hemocultura positiva.
- Outro sitio de isolamento de Candida

Anotar todos os sitios onde cresceu Candida, incluindo urina, cateter, escarro, lavado
bronco-alveolar (LBA), ferida operatéria, abscesso, liquido pleural, et cetera.
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Momento da candidemia

- Data candidemia

Data em que a primeira amostra positiva foi colhida. Obter esta informacdo no
laboratério central.

- Escore APACHE Il

Calcula-lo apenas para adultos (anotar o pior resultado das ultimas 24 horas, tendo
como referéncia a data da candidemia; variaveis n&o disponiveis ndo pontuam).

- Escore PRISM Il
Calcula-lo apenas para criangas.
- Classificagao da sepse

Para entrada no estudo, todo o paciente deve ter sepse, definida por 2 ou mais dos
seguintes: febre, taquicardia, taquipnéia e hipotensdo. Sepse grave significa disfuncéo
organica secundaria a sepse, enquanto choque séptico implica sepse grave associada
a hipotensao, nao reversivel com fluidos IV.

- Cateter venoso central (CVC)

Marcar se havia CVC presente nas 48h que antecederam a candidemia, bem como o
numero de dias desde a inser¢cdo. Ao marcar um tipo de CVC, definir também o sitio
onde o mesmo esta inserido: F, femoral; S, subclavia; J, jugular. Se houver registro do
nome comercial do CVC, anotar.

- Neutropenia
Definida pela presenca de menos de 1000 neutréfilos (ver no laboratério central).

Anotar também ha quantos dias o paciente esta com menos de 1000, 500 ou 100
neutrofilos.

- Relagdo da infeccdo com o CVC

A candidemia esta comprovadamente relacionada ao CVC se houver crescimento de
Candida (mesma espécie) na ponta do cateter. Se o CVC foi removido e ndo cresceu
Candida, entdo ndo ha associacio.

30 dias anteriores a candidemia

- Antibiodtico

Quinolonas: ciprofloxaxino, levofloxacino, moxafloxaxino, norfloxacino ...
Glicopeptideos: vancomicina

Beta-lactdmicos: cefalosporinas, penicilinas, amoxi-sulbactam, ampi-sulbactam, et
cetera

Carbapenémicos: imipenem, meropenem, ertapenem
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Aminoglicosideo: gentamicina, amicacina
Sulfonamidas: sulfametoxazol-trimetroprima
- Antifangicos

Marcar “anfotericina” se houver uso de qualquer formulagdo de anfotericina, seja anfo
deoxicolato ou formulacgo lipidica.

- Corticoterapia

Apenas se uso sistémico (e n&o toépico) de corticosterdides.



