<. Universidade Estadual de Maringa
. “//A Centro de Ciéncias da Saude
J\ Programa de Pos-graduagao em Biociéncias Aplicadas a Farmacia

ELIANE MARTINS DA SILVA BETTEGA

IDENTIFICACAO E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DE LEVEDURAS
ISOLADAS DE SUPERFICIES E MAOS DE PROFISSIONAIS EM UTI DE
UM HOSPITAL NA REGIAO NOROESTE DO PARANA.

MARINGA
2012



ELIANE MARTINS DA SILVA BETTEGA

IDENTIFICACAO E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DE LEVEDURAS ISOLADAS
DE SUPERFICIES E MAOS DE PROFISSIONAIS EM UTI DE UM HOSPITAL NA
REGIAO NOROESTE DO PARANA.

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biociéncias Aplicadas a Farmacia
do Departamento de Analises Clinicas e
Biomedicina, Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Estadual de Maringa, como requisito
parcial para obten¢do do titulo de Mestre em
Biociéncias Aplicadas a Farméacia Area de
concentracdo: Biociéncias Aplicadas a Farmacia

Orientador: Prof.a Dr.a Terezinha Inez Estivalet Svidzinski

MARINGA

2012



Dados Internacionais de Catalogagfo-na-Publicacéo (CIP)
(Biblioteca Central - UEM, Maringé — PR., Brasil)

Bettega, Eliane Martins da Silva
B8651 Tdentificacdo e perfil de susceptibilidade de
leveduras isoladas de superficies e mdos de
profissionais em UTI de um hospital da regido
noroeste do Parand / Eliane Martins da Silva
Bettega. ——- Maringé, 2012.
54 £, : il., figs., tabs.

Orientador: Prof?. Dr?®. Terezinha Inez Estivalet
Svidzinski.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Maringé, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento
de Analises Clinicas e Biomedicina, Programa de P&s-—
Graduacdo em Biociéncias Aplicadas & Farmdcia, 2012.

1. Candida. 2. Reagdo em cadeira da polimerase.
3. Infecgdo hospitalar. 4. Superficies hospitalares.
5. Maos de profissionais de UTI. 6. Fomites. 1I.

Svidzinski, Terezinha Inez, orient. IT.
Universidade Estadual de Maringéa. Centro de Ciéncias
da Saude. Departamento de Andlises Clinicas e
Biomedicina. Programa de Po6s—-Graduacao em

Biociéncias Aplicadas a Farmécia. III. Titulo.

CDD 21.ed. 616.015

AHS-001504




FOLHA DE APROVACAO

ELIANE MARTINS DA SILVA BETTEGA

IDENTIFICACAO E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DE LEVEDURAS ISOLADAS
DE SUPERFICIES E MAOS DE PROFISSIONAIS EM UTI DE UM HOSPITAL NA
REGIAO NOROESTE DO PARANA.

Dissertagdo apresentada ao Programa de Po6s-Graduagdo em Biociéncias Aplicadas a
Farmacia do Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina, Centro de Ciéncias da Satude
da Universidade Estadual de Maringd, como requisito parcial para obtengdo do titulo de
Mestre em Biociéncias Aplicadas a Farmacia pela Comissdo Julgadora composta pelos
membros:

COMISSAO JULGADORA

Prof* Dr* Terezinha Inez Estivalet Svidzinski

Universidade Estadual de Maringé (Presidente)

Prof* Dr* Eliana Valéria Patussi

Universidade Estadual de Maringa

Prof* Dr* Maria Cristina Bronharo Tognin

Universidade Estadual de Maringa

Prof* Dr* Marcia Cristina Furlaneto

Universidade Estadual de Londrina

Prof* Dr* Raquel Maria Lima Lemes

Universidade Federal de Alfenas

Aprovada em: 18 de Dezembro de 2012.
Local de defesa: Auditério FADEC - Bloco 30, campus da Universidade Estadual de
Maringa.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus
familiares, amigos e colegas que,
direta ou indiretamente contribuiram
para sua execucao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, Senhor a quem entreguei a minha vida, pois, nos momentos
mais dificeis, através de Sua palavra e do seu agir, me sustentou fisica e emocionalmente,

protegeu a mim e a minha familia, me deu forca e coragem para realizar o presente trabalho.

Ao meu eterno namorado, amado esposo, Julio César, pelo incentivo, compreensao, apoio

financeiro, amizade, carinho e atengdo. Sou muito grata por acreditar em mim.

Ao meu pai, Adao (in memorian), pelos ensinamentos morais e cristaos. Sinto sua falta!
A minha mie por me ensinar a lutar por meus objetivos.

A Tia Wanda, pelo apoio e incentivo, desde o inicio dessa jornada.

Aos meus irmaos, Ederson, Jackes e Esdras, que sempre estiveram dispostos a me ajudar.
Vocés sao muito especiais para mim. Com coragem e com a direcdo Divina, vocés também

alcancarao seus objetivos.

Aos meus filhos, Juliane e Cristiano, que embarcaram nessa aventura comigo, mudando

radicalmente a vida deles em prol desse titulo. Amo vocés!

A minhas colegas de laboratério, sem as quais ndo seria possivel realizar esse
trabalho, especialmente a Elaine Mansano, Adriana Fiorini, Patricia Bonfim e Flavia

Tobaldini.
Aos estagiarios e alunos de Iniciagdo Cientifica.

Ao Paulo e Eliana, do Laboratério de Micologia Médica — LEPAC-UEM, pela ajuda

incondicional no processo e identificagao e outros.

As “meninas” do laboratério de Bacteriologia — LEPAC-UEM. Pela ajuda, recepgio calorosa,

carinho e atencao.

A Tsabel e aos demais colegas e colaboradores do departamento - DAB, por intimeras vezes

foram de suma importancia na realizacao deste trabalho.



Agradecimento especial aos professores que, em parceria ou colabora¢do dispuseram seus
laboratorios para realizagdo deste trabalho: Professora Rosilene Fressati Cardoso, Professora
Marcia Edilaine Lopes Consolaro, Professor Celso Luiz Cardoso, Professora Aparecida

Bidoia e ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP-UEM).

Aos funciondrios do Hospital Metropolitano de Sarandi, que permitiram e participaram

ativamente deste trabalho.

A minha querida orientadora, Prof* Terezinha Svidzinski, um exemplo de vida dedicada ao ser
humano, sempre disposta a ajudar e a ensinar, sem qualquer preconceito. Mulher sébia,
inteligente e temente a Deus. Muito obrigada pela oportunidade. Que o Senhor te abengoe, te

guarde e te dé a paz!



EPIGRAFE

“Tudo quanto te vier a mao para fazer,
faze-o conforme as tuas forgas, porque
na sepultura, para onde tu vais, ndo ha
obra nem projeto, nem conhecimento,

nem sabedoria alguma.”

Eclesiastes 9:10



IDENTIFICACAO E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DE LEVEDURAS ISOLADAS
DE SUPERFICIES E MAOS DE PROFISSIONAIS EM UTI DE UM HOSPITAL NA
REGIAO NOROESTE DO PARANA.

RESUMO

Infecgdes relacionadas a Assisténcia a Saude (IrAS), tem sido um problema de ambito
mundial. A Unidade de Terapia Intensiva (UTI) ¢ o local mais vulneravel a ocorréncia de
IrAS devido as caracteristicas e gravidade dos pacientes. Candida albicans ¢ a espécie de
levedura mais isolada em IrAS no entanto outras espécies estdo emergindo como C.
parapsilosis que tem sido apontada em varios estudos como agente causador de IrAS em UTI
neonatal. Este estudo teve como objetivo verificar se maos de servidores e superficies de um
hospital da regido noroeste do Parana sdo reservatorios de leveduras implicadas em IrAS. Para
coleta das 98 superficies foram utilizados Swab s umedecidos em salina, e para coleta das 114
maos foram utilizados sacos plasticos contento dgua destilada. A identificacao foi realizada
por microcultivo em agar fuba Tween-80 e pela técnica PCR-RFLP amplificacdo do gene
secundario acool-desidrogenase (SADH), seguido de digestdo com a enzima de restri¢do Banl.
Foram isoladas leveduras em 47% das amostras de superficies, sendo 21,42% identificadas
como C. parapsilosis stricto sensu. Das amostras de maos 75,4% das amostras foram
positivas para leveduras, sendo 49,12% identificadas como C. parapsilosis stricto sensu. Foi
possivel identificar ainda 9 C. albicans (4,3%); 9 C. tropicalis (4,3%); 5 C. krusei (2,2%); 3
C. glabrata (1,3%). A andlise das repeti¢des microssatélites utilizando marcadores CP1, CP6
e B5 mostrou 76 genotipos diferentes, formando 13 agrupamentos. O teste de concentragdo
inibitoria minima foi realizado através da técnica de microdilui¢do em caldo, e indicou que C.
parapsilosis foi sensivel a anfotericina B, fluconazol e voriconazol e, menos sensivel a
micafungina. Os resultados encontrados mostraram que ndao ha uma fonte comum de

contaminag¢do na UTT adulto do hospital em estudo.

Palavras-chave: Candida, Reacdo em Cadeia da Polimerase, Infeccdo hospitalar, Superficies,

Maios.



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND SUSCEPTIBILITY PROFILE OF YEASTS ISOLATED FROM
SURFACES AND HANDS OF HEALTHCARE WORKERS IN ICU OF A HOSPITAL
FROM THE NORTHWEST OF PARANA STATE.

Infection related Health Care (IrAS), has been a worldwide problem. The Intensive Care Unit
(ICU) is the most sensitive to the occurrence of IrAS due to the characteristics and severity of
the treated patients. Candida Albicans is the most common species isolated, however there are
reports that other species are emerging in this environment. C. parapsilosis has been
investigated by the high rate of IrAS in the neonatal ICU. This study aimed to verify if hands
of healthcare workers server and surfaces of a hospital from the northwestern of Parana state
are reservoirs of the main yeasts involved in IRAs. The yeasts found, 45.3% were identified
as C. parapsilosis sensu stricto. The identification was by microculture on corn-
meal agar supplemented with tween 80 and by amplification of the secondary alcohol
dehydrogenase-encoding gene (SADH) followed by digestion with the restriction enzyme
Banl. The microsatellite repeats analysis with markers CP1, CP6 e B5 showed 76 different
genotypes, forming 13 groups. The minimum inhibitory concentration test was performed by
broth microdilution technique indicated that C. parapsilosis was sensitive to amphotericin B,
fluconazole and voriconazole, and was less sensitive to micafungin. The results showed that

there is not a common source of contamination in the adult ICU of the hospital under study.

Keywords: Candida, Polymerase Chain Reaction, infection, Surfaces, Hands.
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CAPITULOT

INFECCAO HOSPITALAR

Infeccao hospitalar (IH) ou infeccdo nosocomial, atualmente com a sugestdo de que
seja denominada Infecgdes relacionadas a Assisténcia a Saude (IrAS), ¢ definida como
infeccdo adquirida apos a admissdao do paciente no ambiente hospitalar, que pode se
manifestar durante a internacdo ou apos a alta e, estd relacionada com a internacdo ou com

outros procedimentos hospitalares [1].

Embora conhecida ha mais de um século, apenas na metade do século XX houve o
registro de dados para controle das IrAS. Estudos realizados nos Estados Unidos em 1970
indicaram que os custos com IrAS atingiam aproximadamente um bilhdo de ddlares por ano,
sendo que 35% dessas infeccdes poderiam ser prevenidas [29]. Ainda hoje, a incidéncia de
IrAS tem se tornado fator determinante no aumento do tempo de internag¢do, do indice de
morbidade ¢ mortalidade, além de elevar o custo direto e indireto do tratamento médico

hospitalar [2,3].

As IrAS podem ser primarias, quando resultam da introdu¢do na corrente sanguinea
de micro-organismos, ou secundarias, quando provém de uma infec¢do ja presente no corpo
[29]. Os micro-organismos implicados nas IrAS podem ser de origem enddgena, ou seja,
infecgdes por micro-organismos colonizantes, ou exdgena, quando o micro-organismo tem

origem externa a microbiota do paciente infectado [4].

De modo geral, um conjunto de fatores contribui para a ocorréncia das IrAS, entre
outros, fatores externos ao paciente, como higienizagdo insuficiente das maos [5], cuidados
inadequados do ambiente hospitalar, bem como dos objetos de rotina [6,7,8] a falta, ou uso
inadequado de equipamentos para protecdo individuais (EPIs), e fatores ligados ao paciente
como subnutri¢do [9], uso empirico de antibidticos de amplo espectro, debilidade do sistema

imunologico[ 10].

Em 1843, Oliver Wendell Holmes sugeriu que a febre puerperal seria transmitida por
maos de médicos que realizavam os partos. Alguns anos depois, em 1850, Ignaz

Semmelweiss, em Viena, demonstrou que a lavagem de maos antes da realizagdo de
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procedimentos cirirgicos prevenia a ocorréncia de muitas infecgdes, inclusive a febre

puerperal. [29].

Estudos evidenciam a preocupagdo do profissional em ndo se expor ao risco de
adquirir doencas e, entdo o uso de luvas de procedimento acaba sendo para protecao do
profissional. Quando o profissional, ao descalgar as luvas, deixa de lavar as maos segundo o
protocolo pré-estabelecido, acaba contaminando as novas luvas, podendo transferir micro-

organismos patdgenos a outros locais inclusive outros pacientes [31,33].

O ambiente hospitalar no qual o paciente estd mais susceptivel a IrAS ¢ a unidade de
tratamento intensivo (UTI), onde procedimentos invasivos sdo rotineiros. Em 2009, Karabey
et al verificaram, em um hospital de ensino em Istambul, que a frequéncia de higienizagao das
maos da equipe multiprofissional que atuava na UTI estava muito aquém do necessario,
refletindo em aumento de IrAS especialmente de Staphylococus aureus resistente a meticilina
(MRSA) [33]. Em um estudo realizado no Brasil verificou-se que a frequéncia de leveduras
em maos de profissionais de uma maternidade em Jundiai-SP, foi de 19,2% e constituida por
espécies do género Candida, sendo que, no periodo da pesquisa ocorreram trés Obitos devido

a infeccao por Candida sp [30].

LEVEDURAS DE INTERESSE MEDICO

Leveduras s3o micro-organismos eucariotos presentes em diversos ambientes,
inclusive fazendo parte da microbiota humana. Estes micro-organismos, em sua maioria, se
reproduzem através de brotamentos ou cissiparidade, formando blastoconidios, uma unidade
reprodutiva assexuada. Entretanto, hd leveduras que podem se reproduzir também de forma

sexuada [32].

Em um levantamento realizado em hospitais nos Estados Unidos da Ameérica, os
fungos foram considerados responsaveis por 9,5% das infecgdes nosocomiais de corrente
sanguinea e, as leveduras do género Candida spp foram apontadas como os agentes

infecciosos em 9% das mortes provocadas por IrAS [36,44].

As leveduras passaram da condicdo de saprobios a patogénicos (micro-organismos de
interesse médico). Este fato pode estar ligado ao hospedeiro, ou ndo. No ambiente hospitalar

ha grande incidéncia de infecgdo por esses patdogenos, onde a microbiota nosocomial € rica em
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fungos em principio considerados contaminantes. Entre tantos pode ser citada Rhodotorula
spp que ¢ uma levedura de origem ambiental caracterizada por células esféricas, ovoides e
alongadas e se reproduzem por brotamento multilateral. Possuem pigmentos carotenoides,
vermelhos ou amarelos em culturas jovens [32]. Ramos et al (2012), relatam dois casos de

fungemia por Rhodotorula sp, sendo que um deles culminou em 6bito do paciente [51].

Outro contaminante, Trichosporon asahii, ¢ um tipo de levedura cuja cultura tem
aspecto de cera, coloragdo creme, crescimento moderado em agar-Sabouraud. Frequentemente
isolado do ambiente, principalmente do solo e madeira em decomposi¢ao [32]. Yong et a/
(2012), reportam um caso de hemocultura positiva para C. glabrata e, posteriormente 7.

asahii, levando o paciente a morte [39].

Apesar de varios géneros estarem envolvidos, Candida sp € o mais frequente em IrAS
no Brasil e no mundo, Candida albicans ainda ¢ agente infeccioso mais comum [44,11]. No
entanto, nos ultimos anos vem sendo observado aumento na frequéncia de infecgdes por

outras espécies, hoje conhecidas como Candida nao-C. albicans (CNCA) [11,12,19].

Estudo realizado na Argentina entre 2007 e 2008 apontou que, das 461 leveduras
recuperadas em culturas de sangue, apenas 38,4% foram identificadas como C. albicans
enquanto 52,7% eram CNCA distribuidas da seguinte forma: C. parapsilosis 26,0%, C.
tropicalis 15,4%, C. glabrata 4,3%. Outras espécies incomuns foram encontradas, como C.
pelliculosa, C. guilliermondii 1,5%, C. dubliniensis 0,9%, C. lusitaniae ¢ C. viswanathii
0,6%, C. haemulonii e C. krusei 0,4%, C. famata, C. fermentati, C. inconspicua, C. kefyr
0,2% [37].

Em cateteres venosos de pacientes internados em UTI de Hospital de ensino em
Maringd, Parand, além de C. albicans, foram encontradas C. parapsilosis, C. tropicalis, C.

glabrata [20].

Weichert et al, (2012) reportaram um caso de infec¢ao fungica por C. kefyr em bebé
neonatal [34]. Estes fatos podem estar associados a pressao seletiva, causada pelo uso de
antifingicos nao especificos, principalmente os azolicos. Estudos mostram que algumas
espécies, como C. glabrata e C. krusei desenvolveram resisténcia aos antifungicos comerciais

que sdo amplamente utilizados [16].
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Candida parapsilosis

Considerada uma levedura oportunista, ¢ capaz de causar candidiase superficial e
sistémica em pacientes imunocomprometidos. Em testes com camundongos, C. parapsilosis

foi apontada como causa de lesdes gastrintestinais e viscerais [32].

Um levantamento realizado entre 2001 e 2005 em 124 centros médicos, abrangendo
varias regides do mundo, sobre variacdo na frequéncia de C. parapsilosis por regionalizagao
geografica foi observado que de 141.383 isolados de Candida sp a partir de amostras de
sangue, 6,6% foram identificadas como C. parapsilosis [42]. Em estudos realizados na Italia,
e em Izmir-Turquia, C. parapsilosis foi o terceiro patégeno em infeccdo sanguinea por

Candida sp [40,41].

Em 2005 foram definidos formalmente duas novas espécies, que juntas comporiam o
complexo Candida parapsilosis. Em razao das diferencas genotipicas, essas espécies foram
denominadas Candida metapsilosis ¢ Candida orthopsilosis. A partir de entdo, ao citar o
complexo sem diferenciacdo interna de espécies deverd ser acrescentado a expressdo lato
sensu, quando a identificacdo de C. parapsilosis levar em consideracao a diferenciacao dentro
do complexo, sugere-se que seja acrescentado o termo stricto sensu. Para identificagdo do

complexo € necessario aplicacdo de técnicas moleculares [43].

No Brasil, um estudo retrospectivo dos casos de candidemia entre 1998 a 2007, C.
parapsilosis stricto sensu foi considerada a segunda causa de infec¢do sanguinea. Neste
estudo 3% foram identificadas como C. orthopsilosis e ndo foram encontradas C. metapsilosis
[44]. Em uma UTI neonatal foram registrados 36 casos de candidemia por C. parapsilosis, no
periodo de sete anos, sendo que trés desses pacientes acabaram em 6bito. Neste mesmo estudo
foram avaliadas amostras de maos da equipe, das quais foi possivel isolar uma amostra de C.
orthopsilosis. Nao houve relacdo entre os isolados clinicos e os isolados de maos dos
servidores, no entanto foi possivel observar que em alguns casos houve mais de uma fonte de
contaminagdo, sugerindo que o cuidado materno ou o ambiente possa ter contribuido na

formagao de reservatorios desse patdogeno [45].
SENSIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Inicialmente o tratamento das infecgdes fungicas superficiais era realizado com iodo,

acido salicilico, acido benzobico, iodeto de potassio e iodeto de sdédio. Com o desenvolvimento
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da Quimica Farmacéutica, outras drogas com atividade antifingica foram descobertas,

incluindo produtos de sintese organica e os obtidos por biossintese [32]

A realizacdo de ensaios in vitro permite avaliar a atividade do antifingico, que pode

ser fungistatica, quando inibe o crescimento, ou fungicida, quando causa a morte do fungo.

As drogas frequentemente utilizadas sdo: os derivados azolicos, demetilam o carbono
14 do esterol da parede celular do fungo, promovendo consequentemente a perda de
constituintes celulares, bem como, causando falhas na absor¢cdo de nutrientes extracelulares
importantes; as equinocandinas, que atuam inibindo a sintese da B-(1,3)-D-glucana, um
importante componente da parede celular do fungo; e os poli€nicos, que agem lesando a

membrana citoplasmatica do fungo, interferindo em sua permeabilidade [11,32,49,50].

Os testes de sensibilidade sao padronizados por dois institutos reconhecidos, na
América pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI) e na Europa pelo European
Committe on Antibiotic Susceptibility (EUCAST) [47,48].

Estudos mostram que Candida parapsilosis stricto sensu, ndo tem apresentado
sensibilidade frente a micafungina, podendo inclusive, agir como agente de selecdo de cepas

resistentes. C. orthopsilosis e C. metapsilosis sdo mais sensiveis 4 micafungina [35].

TECNICAS MOLECULARES APLICADAS A EPIDEMIOLOGIA DE FUNGOS

A identificacdo e discriminagdo de subpopulacdes de uma espécie de micro-
organismos sdo indispensdveis para reconhecimento de surtos de infec¢do, detec¢do de
transmissao cruzada de patdgenos nosocomiais, acompanhamento da rota de transmissao de
infeccdes entre outras importancias epidemioldgicas. Muitas técnicas moleculares que sao
utilizadas para esse fim baseiam-se na separagdo de fragmentos ou moléculas de DNA, que

diferem em tamanhos ou nimero [21,26,32].

Virios segmentos, aparentemente sem funcdo especifica, se repetem ao longo do
DNA, apresentando variagdes especificas em cada individuo, como uma impressado digital do
DNA. Cerca de 30% desses segmentos estao dispostos em regides no genoma que apresentam
seqiiéncias repetitivas de nucleotideos, e por isso sdo denominadas regides microssatélites

[52].
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Com a utilizacdo de iniciadores que flanqueiam as regides de microssatélites ¢
possivel analisar varias regides simultaneamente através da amplificagdo por produtos de
reacdo de polimeriza¢ao em cadeia (PCR) assim, a andlise de microssatélites passa a ser uma
importante ferramenta de investigagao e, uma técnica de alto poder discriminatério para

diferenciagdo de micro-organismos de mesma espécie [21,53].

Outra técnica realizada para diferenciacdo de micro-organismos do mesmo género ¢é
analise das variacdes de tamanho de fragmentos de DNA gerados por digestdo com
endonuclease de restrigdo (RFLP), onde sdo detectados variagdes de sequéncia no genoma,
utilizando endonuclease para amostrar pequenos trechos de DNA amplificado por PCR. As
endonuclease sdo enzimas que reconhecem sequencias especificas e cortam o DNA nas
proximidades do sitio de reconhecimento. Estes foram os primeiros marcadores utilizados

para estudo de comparacao de diferentes isolados [26,32].

JUSTIFICATIVAS

Infecgoes relacionadas a Assisténcia a Saude (IrAS) tém sido um dos maiores
problemas na satde publica, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento,

elevando o custo e o tempo de permanéncia hospitalar.

O crescente nimero de Obitos entre pacientes hospitalizados provenientes de infecgdes
por leveduras tem levado profissionais da saide a buscar alternativas para medidas de
controle. Nesse caso, a diferenciagdo entre aquisi¢do exdgena e endogena ¢ importante, para
que se possam instituir medidas apropriadas de controle e prevengdo na transmissao
horizontal de leveduras. Nesse quesito, as técnicas moleculares sdo ferramentas importantes

na identificagdo de possiveis reservatorios de agentes infecciosos.

O uso de antifingicos inespecificos ou em subdosagem permite a selecdo de micro-
organismos resistentes. Portanto, a realizagdo de testes para determinar a concentragdao
inibitoria minima de cada antifingico ¢ importante, tanto para ampliar o conhecimento sobre
a patogenicidade como auxiliar no monitoramento em ag¢des de vigilancia visando a

prevengao das infecgdes.
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Estudos nesse sentido contribuem para a conscientizacdo da importancia da lavagem
correta das maos, bem como da limpeza adequada dos fomites hospitalares, medidas de

extrema importancia na prevengao do carreamento de patogenos.

OBJETIVOS
GERAL

Avaliar o indice de colonizagdo por leveduras em maos da equipe de satde e em
superficies da UTI de um hospital da regido noroeste do Parand e, conscientizar sobre a

importancia de medidas preventivas contra infec¢ao hospitalar por leveduras.

ESPECIFICOS

Analisar a frequéncia e diversidade de leveduras do género Candida sp presentes nas

maos da equipe de saude que atua na UTI do hospital em estudo.

Determinar o perfil de sensibilidade de leveduras isoladas aos antifingicos mais

utilizados na pratica médica.

Distinguir as leveduras do complexo C. parapsilosis dos isolados de mao e

superficies.

Divulgar os dados encontrados para contribuir com o controle de leveduras resistentes

aos antifungicos no ambiente hospitalar.
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CAPITULO II

Artigo: COMPLEXO Candida parapsilosis ISOLADO DE SUPERFICIES
HOSPITALARES E DE MAOS DE PROFISSIONAIS EM UNIDADE DE
TERAPIA INTENSIVA ADULTO.
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COMPLEXO Candida parapsilosis ISOLADO DE SUPERFICIES HOSPITALARES E
DE MAOS DE PROFISSIONAIS EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA
ADULTO.

Candida parapsilosis COMPLEX ISOLATED FROM HOSPITAL SURFACES AND
HANDS OF WORKERS IN AN ADULT INTENSIVE CARE UNIT.

E. M. S. Bettega, 1, E.S.B. Mansanol, P. Bonﬁm-Mendongaz, A. Fiorinil, F. Tobaldinil, T. L
E. Svidzinski’

Resumo:

No ambiente hospitalar hd uma grande preocupagao com as infec¢des causadas por leveduras,
pois a microbiota nosocomial ¢ rica em fungos em principio considerados contaminantes.
Candida albicans ¢ a espécie de levedura mais encontrada em infec¢des hospitalares, porém,
nos ultimos anos vém sendo observado aumento na frequéncia de infec¢des por outras
espécies de Candida ndo-Candida albicans (CNCA). Este estudo teve como objetivo verificar
se maos de servidores e fomites de um hospital terciario no Parana-Brasil sdo reservatorios
das principais leveduras implicadas em Infeccdes Hopitalares Adquiridas. Para coleta das
superficies foram utilizados Swabs umedecidos em salina, e para coleta das maos foram
utilizados sacos plasticos contento agua destilada. A identificagdo foi realizada por
microcultivo em agar fubd Tween-80 e pela técnica PCR-RFLP amplificagdo do gene
secundario alcool-desidrogenase (SADH), seguido de digestdo com a enzima de restricao
Banl. Foram isoladas leveduras em 47% das amostras de superficies, sendo 21,42%
identificadas como C. parapsilosis stricto sensu. Das amostras de maos 75,4% das amostras
foram positivas para leveduras, sendo 49,12% identificadas como C. parapsilosis stricto
sensu. A andlise das repeticdes microssatélites utilizando os marcadores CP1, CP6 e¢ B5
mostrou 76 genoétipos diferentes, formando 13 agrupamentos. O teste de concentracdo
inibitoria minima foi realizado através da técnica de microdilui¢gdo em placa indicou que C.
parapsilosis foi sensivel a anfotericina B, fluconazol e voriconazol, e menos sensivel a
micafungina. Os resultados encontrados mostraram que ndo hda uma fonte comum de
contaminag¢do na UTI adulto do hospital em estudo.

Palavras-chave: Candida, Reacdo em Cadeia da Polimerase, Infec¢ao hospitalar, Superficies,
Maios.
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Abstract:

In the hospital environment there is a major concern with yeast infection because the
nosocomial flora is rich in fungi considered usually contaminants. The most isolated yeasts
species found in hospital infections is Candida albicans, but in recent years has been
observed an increased frequency of infections by other non-albicans Candida (NAC) species.
This study aimed to verify if hands of healthcare workers server and surfaces of a hospital
from the northwestern of Parana state are reservoirs of the main yeasts involved in IRAs. The
identification was by microculture on corn-meal agar supplemented with tween 80 and by
amplification of the secondary alcohol dehydrogenase-encoding gene (SADH), followed by
digestion with the restriction enzyme Banl. The yeasts found, 45.3% were identified as C.
parapsilosis sensu stricto. The microsatellite repeats analysis with markers CP1, CP6 ¢ B5
showed 76 different genotypes, forming 13 groups. The minimum inhibitory concentration
test was performed by broth microdilution technique indicated that C. parapsilosis was
sensitive to amphotericin B, fluconazole and voriconazole, and was less sensitive to
micafungin. The results showed that there is not a common source of contamination in the

adult ICU of the hospital under study.
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Introducao:

As leveduras do complexo C. parapsilosis tém sido relatadas com frequéncia como
agentes de fungemia no Brasil [1,2,3,4] e no mundo [5,6,7,8,9], sendo a maioria das vezes
essas infeccoes sdo caracterizadas como Infecgdes Hospitalares Adquiridas IHA. A circulagdo
de um determinado micro-organismo no hospital ¢ um dos primeiros fatores predisponentes
para o estabelecimento das IHA, e por isso tem sempre buscado estratégias para higienizacao

de maos [10,11].

Estudos revelam que C. parapsilosis ocupa o terceiro lugar de importancia em
infeccdo sanguinea por Candida spp e tem como principais fontes as maos de profissionais e
superficies hospitalares [5,8,10,11]. Entretanto a maioria destes estudos foi realizada em
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), havendo poucos relatos sobre UTI Adulto
(UTTA). Além disso, pouco ¢ conhecido sobre a distribuicdo das espécies desse complexo
entre as leveduras presentes em colonizagdo de maos e superficies. Devido ao grande
envolvimento de C. parapsilosis em Infec¢des Hopitalares Adquiridas (IHA) ¢ importante a

identificacao do complexo que inclui C. orthopsilosis e C. metapsilosis [13].

A identificacdo e classificacdo taxondmica de micro-organismos sdo indispensaveis
para o reconhecimento de surtos de infeccdo, detec¢do de transmissdo cruzada de patogenos
nosocomiais, acompanhamento da rota de transmissdo de infec¢des entre outras importancias

epidemiologicas [14].

O objetivo desse estudo foi identificar leveduras do complexo C. parapsilosis,
verificar perfil de sensibilidade bem como a similaridade entre as cepas encontradas no

ambiente da UTIA de um hospital no estado do Parana-Brasil.

Materiais e Métodos:
29



Este estudo foi conduzido em um hospital geral conveniado ao Sistema Unico de
Satde na regido Noroeste do Parana-Brasil. A enfermaria possui 110 leitos distribuidos em
cinco especialidades médicas, e outros 16 leitos na UTI Adulto Tipo II, objeto deste estudo,

onde atuam aproximadamente 60 profissionais em diversas fungdes.
Coleta e cultivo das amostras

No periodo de Janeiro a Margo/2012 foram coletadas 98 amostras de diversas
superficies dos 16 leitos presentes na UTIA (teclados de computadores, teclados e botao
regulador inferior de aparelhos de ventilagdo mecanica, teclados das bombas de infusdo,
grades protetoras e manivelas de regulagem de altura da maca, superficies de mesas de apoio
e do balcao central, estetoscopios, bandejas de medicamentos, pastas de prontudrios, torneira
do bebedouro, telefones, macanetas de gavetas). Swabs foram umedecidos em salina
fisiologica adicionada de Tween-80 1% e em seguida foram colocados em contato com a
regido de cada superficie (aproximadamente 10cm”) por aproximadamente 30 segundos em
movimentos circulares, cada swab foi entdo inserido em tubos coOnicos esterilizados e
imediatamente transportados, em caixas térmicas, até o laboratorio onde foram incubados em

2ml de caldo Sabouraud acrescido de cloranfenicol por 48h a 25°C.

A coleta das amostras das maos dos profissionais foi realizada com utilizagdo de sacos
plasticos, previamente esterilizados contendo 10ml de agua destilada esterilizada. Cada
participante inseriu as maos direita e esquerda respectivamente em dois sacos, fazendo
movimentos de friccdo por 30s [15,16]. Os sacos foram amarrados, acondicionados em caixa
térmicas e imediatamente levados ao laboratorio. Foi cultivado 100ul de cada amostra em
tubos conicos contendo 2ml de caldo Sabouraud acrescido de cloranfenicol. Foram excluidas
do estudo pessoas com ferimentos nas maos ou que haviam lavado as maos imediatamente

antes da coleta..
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa envolvendo seres

humanos, protocolo CAAE 0448.0.093.000-11.

Para os dois tipos de amostra, aliquotas do caldo Sabouraud foram semeadas em agar
base modificado HiCrome Candida (Himedia-India) e incubadas por 48h a 25°C, para triagem

das coldnias desenvolvidas.
Identificaciao

As coldnias foram selecionadas conforme cor e textura, cada tipo macromorfologico
foi semeado agar Sabouraud inclinado e incubado por 24h a 35°C. A seguir foram avaliadas
as caracteristicas micromorfologicas em microcultivos feitos em lamina com agar-fuba

(Himedia-India) acrescido de Tween-80 1% e inoculados por 48-72 horas a 25°C.

Para extragcio do DNA uma alcada foi cultivada em 5ml de caldo Sabouraud e
incubado overnight a 25°C sob agita¢do. As leveduras foram lavadas duas vezes em agua
purificada e em seguida ressuspendidas em 1 ml de tampao de lise (10mM de Tris-HCL pHS,
100mM de NaCl, ImM de EDTA pHS,0, 1% de SDS e CaCl 2.5mM), acrescentado 6-8
pérolas de vidro e agitado em vortex por 2 minuto, com intervalo de 1 minuto em banho de
gelo. As células lizadas foram ressuspendidas e transferidas para micro tubos, onde foi
adicionado 7ul de proteinase K, mantido em banho-maria por uma hora a 60°C. Em seguida
foi adicionado 300ul de acetato de amonio 7,5M (pH6,5). Foi homogeneizado em agitador de
tubo e mantido em banho maria por mais 10 minutos a 65°C. Em seguida foi centrifugado por
10 minutos a 15.400g, recuperado o sobrenadante e adicionado 10ul de RNAse (Invitrogen-
USA) e mantido em banho maria por mais 2 horas a 37°C. O DNA gendmico foi extraido
como descrito por Chong et al. (2003) [17]. A concentracdo do DNA foi determinada em

espectrofotometro em comprimento de onda de 260nm e a pureza determinada em 260/280

31



nm. As amostras de DNA foram visualizadas em gel de agarose 1,5% em TBE 0,5x (Tris-base

90 mM, Acido borico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase associada com Polimorfismos de Tamanho de Fragmento
de Restrigdo (PCR-RFLP), foi realizada segundo Mirhendi et al/, (2006) [18], onde o
espagador transcrito interno (ITS) do rDNA ITS1-5.8S-ITS2 foi amplificado por PCR e
clivado com a enzima Mspl (New England Biolabs). A sequéncia dos oligonucleotideos
utilizados foram: para o iniciador forward ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e
para o iniciador reverse ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’). Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TBE 1X. Foi

utilizado como padrao de tamanho molecular 100 pares de base (pb) ladder (Invitrogen®).

Das leveduras identificadas como C. parapsilosis (lato sensu), foi amplificado por
PCR o gene secundario alcool-desidrogenase (SADH). O produto da amplificagdo foi clivado
com a enzima de restricdo Ban | para identificagdo do complexo, segundo Tavanti et al,
(2005) [12]. A reagdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao

TBE 1X. Foi utilizado como padrao de tamanho molecular de 100 pb ladder (Invitrogen®).
Analise de microssatélites pela Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os iniciadores usados para amplificacdo das sequéncias das regides microssatélites em
C. parapsilosis foram: CP1, CP6 e BS, segundo Sabino et al (2010) [19], usando 100 ng de
DNA gendémico em um volume de reagdo de 25 pl contendo tampao de PCR 1x, 0.2 mM de
cada desoxinucleosideo trifosfato, 1.5 mM MgCl2, 0.25 uM de cada iniciador, e 1 U da Taq
polimerase (Invitrogen®). Depois de um periodo de pré-incubagdo a 95°C por 2 min, as
amplificagdes por PCR foram realizadas em 28 ciclos sob as seguintes condicdes:
desnaturacdo a 94°C por 30s, anelamento em 54 ciclos a 60°C por 30s, e extensdo a 72°C por

1 min com um passo final de extensao de a 72°C por 7 min.
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Os produtos de amplificagdo foram analisados por -eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% em tampao de corrida TBE 1X, com marcador de tamanho molecular 25
pb (Invitrogen). As condi¢des de corrida foram 160 Volts por 5h e 30min. Apds a
eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e fotodocumentados
sob luz Ultra Violeta em sistema L-Pix (Loccus Biotecnologia). O tamanho dos fragmentos
amplificados foi determinado pelo software de analise de imagens Lablmage 1D (Loccus
Biotecnologia). Os resultados foram expressos de acordo com o nome do locus testado e o
tamanho dos alelos observados, em pares de bases. O Poder Discriminatério (PD) foi

calculado para cada marcador, de acordo com o indice de Simpson [20].

Teste de sensibilidade aos antifiingicos

A sensibilidade aos antifungicos foi determianda por microdilui¢gdo em caldo segundo
0o documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [21]. Os
antifingicos utilizados foram anfotericina B (Bristol- Myers Squibb), fluconazol (Pfizer),
voriconazol (Pfizer) e micafungina (Astellas). As leituras foram feitas em leitor de
microplacas Expert plus - ASYS® com filtro de 450nm. Como controle foi utilizado C.
parapsilosis ATCC 22019. A concentracao inibitoria minima foi determinada como a menor
concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento fingico na presenga dos azolicos e

micafunfina, ¢ 90% de anfotericina B.

Resultados

Identificaciao

Os resultados das culturas estdo sumarizados na Figura 1. Varias amostras

apresentaram mais de um tipo de colonia no meio cromogénico, somando um total de 223
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isolados. C. parapsilosis foi a levedura mais frequénte, representando 45,29% de todos os
isolados. Houve crescimento dessa espécie de levedura em 21,42% das amostras de
superficies e em 49,12% das maos dos servidores. A distribuicdo dos isolados de C.
parapsilosis obtidas de maos de profissionais que atuam na UTIA estd representada, por
categoria, na Tabela 1, e a distribuicao de C. parapsilosis encontradas nas superficies esta
contida na Tabela 2. A clivagem pela enzima Mspl permitiu ainda confirmar a avaliagdo
micromorfologica e identificar 9 C. albicans (4,3%); 9 C. tropicalis (4,3%); 5 C. krusei
(2,2%); 3 C. glabrata (1,3%). As demais colonias foram descartadas por esse protocolo de

triagem.

A amplificacdo do gene SADH das amostras de C. parapsilosis mostrou bandas
uniformes pouco acima de 700pb. A clivagem pela enzima de restrigdo Banl permitiu
visualizar dois fragmentos de aproximadamente 500 e 200pb, confirmando que dentro do
complexo, todas eram C. parapsilosis stricto sensu descartando assim a possibilidade de

haver C. metapsilosis ou C. orthopsilosis entre as amostras isoladas.

Microssatélite

Para todos os isolados de C. parapsilosis foram obtidos produtos caracteristicos de
amplificacdo das regides microssatélites. Um ou dois fragmentos de PCR por locus foram
produzidos para cada isolado. Cada fragmento foi definido como um alelo, a detec¢ao de dois
produtos de PCR caracterizou as amostras heterozigotas, as demais foram consideradas

homozigotas.

A andlise dos 101 isolados de C. parapsilosis mostrou que todos os loci de

microssatélites foram polimorficos. O PD da genotipagem de regides de microssatélites, o
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tamanho dos alelos, os nimeros correspondentes de repeticdes € os gendtipos determinados
estao apresentados na Tabela 3. Ao todo foram encontrados 76 diferentes genotipos, dos quais
a maioria correspondeu a um unico isolado, somente 13 genotipos agruparam mais de um
1solado, estes estao detalhados na Tabela 4. Nao houve correlagdo entre as amostras de maos e

superficie.

De alguns isolados aleatérios foi extraido DNA em duplicidade e essas amostras
foram inseridas a colecdo para amplificacdo da regido microssatélite em ensaio cego, todas

apresentaram genotipos idénticos nas repetigdes.

Perfil de sensibilidade aos antifungicos

A CIM das leveduras variou de 0,03-32ug/mL para fluconazol, 0,03-4,0ug/mL para
voriconazol e micafungina e 0,03-2pg/mL para anfotericina B. O conjunto dos resultados do

teste de sensibilidade esta apresentado na Tabela 5.

Discussao

A UTI ¢ o ambiente hospitalar mais susceptivel as IHA, devido a rotina de
procedimentos invasivos, tanto quanto pela debilidade dos pacientes [3,11,22]. As maos dos
profissionais sdo fundamentais na abordagem e manejo de doentes graves. Neste estudo, o
indice de colonizagdo por leveduras e a diversidade genética no grupo de enfermeiros foram
altos (66,7%), bem como no grupo de técnicos em enfermagem (40%). Este indice de
colonizacdo por Candida parapsilosis ¢ muito preocupante, tanto pelo fato de os enfermeiros
serem encarregados de orientar os demais profissionais na educacdo em saude, orientando

quanto a correta lavagem das maos na prevencao de IHA, como pelo fato de os técnicos de
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enfermagem estarem frequentemente em contato direto com o paciente, onde o risco de

contaminagdo ¢ iminente.

Conforme Tabela 1 e 2 noés confirmamos o alto indice de colonizagdo por C.
parapsilosis sticto sensu, tanto em maos de profissionais (49,12%) quanto em superficies
(21,42%) da UTIA. Esses resultados sdo equivalentes, quanto a colonizagdo por C.
parapsilosis, em maos de profissionais que atuam em UTIN [3,4,11,23]. Entretanto,

contrariamente ao esperado revelou ampla diversidade genotipica.

C. parapsilosis ¢ um complexo de trés espécies, com fenotipos muito semelhantes,
diferenciado apenas por técnicas moleculares. A identificacdo das espécies desse complexo €
importante para o tratamento de forma adequada, pois varios estudos citados por Garcia-
Effron et al (2011) [24] mostram que hé variacdo quanto a viruléncia e a sensibilidade aos
antifingicos. Em nosso estudo ndo foram encontradas C. orthopsilosis ou C. metapsilosis,
confirmando relatos de outros autores sobre a baixa frequéncia dessas espécies em relagao a
C. parapsilosis stricto sensu, fato preocupante por ser essa a espécie mais resistente

[4,8,23,25].

As THA’s por essa espécie sempre foram associadas com a transmissdo cruzada
envolvendo maos de profissionais e superficies hospitalares, contudo até onde sabemos os
estudos de tipagem molecular ndo apresentaram dados suficientes para suportar essa hipdtese

[3,4,23].

A micafungina é o antifungico mais recente introduzido no Brasil, para uso em
ambiente hospitalar, no entanto o teste de sensibilidade revelou que 40,0% das C. parapsilosis
ndo foram sensiveis a esta droga, este resultado ¢ compativel com outros estudos,
evidenciando que C. parapsilosis stricto sensu sdo pouco sensiveis a micafungina [26,27].

Amostras resistentes aos antifingicos alertam para os cuidados com a higienizacdo e
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utilizacdo correta dos equipamentos de protecdo individual (EPI’s), para evitar a

contaminag¢do dos pacientes, em especial pacientes ja debilitados e imunocomprometidos.

A alta diversidade entre os isolados de C. parapsilosis encontrada neste estudo esta de
acordo com resultados obtidos por Romeo et al (2012) [25] contudo € intrigante,
considerando a alta frequéncia dessa levedura em maos, superficies como também em IHA,
seria esperado encontrar altos indices de similaridade. Entretanto diversidade genotipica
também tem sido demonstrada por outros autores [19,23] mostrando que os marcadores de
microssatélites sdo ferramentas uteis para distinguir epidemiologicamente isolados de C.

parapsilosis para comprovar ou nao transmissao cruzada.

Os 76 gendtipos encontrados em 101 isolados, correspondem a pouco mais de uma
levedura por genotipo, mostrando alta variabilidade. Somente 13 genoétipos incluiam mais de
um isolado variando entre 2 e 6 individuos com perfis idénticos, mas nenhum genétipo
encontrado em maos foi verificado em superficies (Tabela 4). Observamos também que uma
parcela consideravel dos profissionais teve mais de um isolado de C. parapsilosis com
genotipos diferentes em suas maos. Em algumas superficies também foram encontradas mais
de uma C. parapsilosis com genotipos diferentes. Estes dados sugerem que ndo ha uma fonte
comum deste patdgeno, contrariando a hipotese de contaminagao cruzada entre superficies e

maos dos profissionais da saude.

Interessante notar que apesar do alto indice de colonizagdo por essa espécie, ¢ baixa a
frequéncia de C. parapsilosis como agente de IHA nesse hospital, no periodo ndo foi
detectado nenhuma hemocultura positiva para essa espécie em pacientes internados nesta
unidade. A referida UTI atende pacientes com nivel de complexidade médio, e o potencial de
viruléncia dessa espécie de levedura ¢ baixo, além disso € possivel que as medidas de controle

de ITHA como lavagem das maos e uso de luvas estariam sendo eficientes para evitar que

37



leveduras de maos contaminem as superficies e vice-versa, consequentemente impedindo a
evolugdo para THA. Ou seja, nossos resultados sugerem que embora C. parapsilosis seja
frequente no ambiente hospitalar, fica evidente que pontos da etiopatogenia da candidemia
por C. parapsilosis ainda nao estdo esclarecidos e a fonte ambiental deste micro-organismo

como origem de IHA precisa ser melhor avaliada.

Em conclusdo, nosso estudo revela que C. parapsilosis foi a levedura mais isolada em
superficies hospitalares e maos de servidores da satde que atuam em UTIA. Além disso, a
ampla diversidade genética e a ndo relagdo entre amostras das superficies e amostras das maos
abrem caminho para investigacdes no sentido de melhor explicar a alta frequéncia dessa

espécie em [HA.
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Fig 1 Diagrama da frequéncia de C. parapsilosis stricto sensu em colonizagdo de maos e
superficies abioticas de uma Unidade de Terapia Intensiva Adulto. A levedura foi identificada

por micromorfologia, PCR-RFLP e confirmada pela presenga do gene SADH.

Tabela 1. Distribuicdo dos funcionarios* colonizados nas maos por Candida parapsilosis,
conforme a ocupacgao:
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Fungao Profissionais N° de Isolados
N % Mao Direita Mao Esquerda

Técnico enfermagem 8 40 12 7
Enfermeiro 8 66,7 8 15
Auxiliar enfermagem 3 50 2 3
Meédicos 3 50 4 5
Zeladora 1 33 2 1
Fisioterapeuta 2 100 1 2
Recepcionista 1 100 0 2
Copeiras 2 100 1 1
Total 28 49,12 30 36

*Todos eram destros

Tabela 2. Distribuicdo de superficies contaminadas por Candida parapsilosis:
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SUPERFICIES Proporgio N de isolados de
leveduras

Teclado do aparelho de ventilagdo mecanica 1/16 2
Manivela de regulagem de altura da maca 3/16 5
Teclado das bombas de infusdo de medicamentos 4/16 5
Superficie da mesa de apoio 3/16 6
Grades protetoras da maca 1/16 2
BotéAo ‘regulador inferior do aparelho de ventilagdo 2/16 4
mecanica

Puxadores do balcao da pia 11 2
Pasta de prontuario 4/16 8
Superficie do balcao central 1/1 1
Estetoscopio 1/16 1
Total 21/99 35

Tabela 3. Caracteristicas dos /oci dos microssatélites selecionados
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Iniciador N°de Alelos Intervalo de pares N°de Genétipos PD

Microssatelite de base

CP1 12 207-270 12 0,70
CP6 18 246-350 29 0,93
B5 17 95-163 12 0,89
(CP1 + CP6 + BS) 47 95-350 76 0,99

PD: poder discriminatorio

Tabela 4. Descri¢ao dos gendtipos que agruparam mais de um isolado de Candida parapsilosis
presentes em maos de profissionais e superficies de uma UTI adulto de um hospital geral do Parana,
Brasil



Genotipos CP1 CP6 B5 No.de Fonte Local:
isolados Box/Func¢éo

A2 240:240  273:273  114:103 4 Superficies - Box 03 — Mesa de apoio

- Box 06 — Bomba de infusdo
- Box 13 — Ap. vent. mecanica
- Box 15 — Ap. vent. mecanica

A3 240:240  270:270  114:103 3 Superficies - Box 03 - Bomba de infusdo
- Box 14 — Ap. vent. mecanica
- Box 15 — Ap. vent. mecanica

A7 240:240  270:270  104:103 2 Superficie - Box 03 - Mesa de apoio
- Bomba de infuséo
Al3 240:240  300:300  114:103 2 Maios - Tec. Enfermagem (D/E)*
Bl 240:207  270:255  141:127 2 Superficies - Box 01 - Estetoscopio

- Balcdo central

B2 240:207  306:306  156:136 4 Superficies - Box 05— Mesa de apoio
- Box 08 — Mesa de apoio
- Box 14 — Grade protetora da maca
- Pasta de prontuario L15

B3 240:207  321:321 141:127 3 Maos - Zeladora
- Tec. Enfermagem (2)
B7 240:207  300:300 141:127 6 Maos - Tec. Enfermagem (D/E)*
- Enfermeiros (3)
- Zeladora
Bl11 240:207  288:288 141:127 2 Maos - Médico
- Enfermeiro
B21 240:207  330:330 156:136 2 Maios - Aux. Enfermagem
- Zeladora
D1 237:207  306:306 141:127 2 Maos - Enfermeiro
- Médico
D2 237:207  276:276  141:127 2 Superficies - Box 05 — Manivela reg. alt. maca

- Pasta de prontuario L14

D5 237:207  306:306  163:145 2 Maios - Médico (D/E)*

* Maos direita e esquerda da mesma pessoa

Tabela 5. Perfil de sensibilidade de Candida parapsilosis isoladas de superficies e maos de
profissionais da saude, frente a quatro antifingicos testados pela metodologia de

microdilui¢do em caldo (CLSI — M23 A4)

CIMs;, CIMy, Variacio

Antifiinaicrne
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(ul/ml)

Fluconazol 0,5 2,0 0,03 -32
Voriconazol 0,03 0,125 0,03-4,0
Micafungina 2,0 4,0 0,03-4,0
Anfotericina B 0,5 1,0 0,03-2,0

CIMsp e CIMy, foram definidos como a menor concentracdo de cada droga capaz de inibir
50% e 90% dos isolados, respectivamente. Os valores de variagdo correspondem

respectivamente a menor e a maior CIM de cada droga.
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CONCLUSOES
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Os resultados obtidos com o presente estudo realizado com leveduras isoladas de
superficies e maos de servidores que atuam em UTIA de um hospital na regido noroeste do
Parana demonstraram que:

1) Maos e fomites hospitalares sdo importantes reservatorios de Candida parapsilosis e
outras leveduras de importancia médica.

2) Todos os isolados de Candidas parapsilosis foram identificados como Candida
parapsilosis stricto sensu

3) Apesar de apresentarem perfil de sensibilidade aos antiflingicos testados, foram
encontrados isolados resistentes a drogas recentemente inseridas no mercado. Isso é
preocupante, pois mesmo que encontrada em pequena quantidade, ¢ um alerta para
cuidados com a higienizacao e uso de EPI’s.

4) Foi verificada alta diversidade genética entre C. parapsilosis isoladas de maos e
superficies, ndo sendo possivel relacionar as amostras dos diferentes sitios.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Para um eficiente método de prevengao devemos conhecer os micro-organismos ao
nivel de espécie. Portanto sugerimos continuidade do estudo para identificacdo genotipica das
89 leveduras ainda ndo identificadas pelos métodos utilizados, considerando a possibilidade
de haver outros micro-organismos emergentes.

Ampliar este estudo através da realizagdo de testes de fatores de viruléncia,
aprofundando o conhecimento sobre as leveduras resistentes.

Diante da problematica das IrAS, podemos sugerir medidas de controle para
prevencdo de infec¢des cruzadas no ambiente hospitalar, desenvolvendo um estudo de
educagdo em saude.

CMI ¥ ESCMID
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