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1. INTRODUGCAO (justificativa e objetivos)

E cresente aincidéncia das infecgdes nosocomiais (CANTON et ., 2001; BECKER-SAGUE
& JAVIS, 1993). As infecgBes fungicas tém papel relevante nesse contexto, tendo como
fatores 0 avanco na area médica e laboratorial, que permitem maior sobrevida de pacientes
com doencas crénico-degenerativas, neoplasias, imunodepressdo, além de criancas prematuras
e pacientes transplantados. Além da doenca de base, diversos outros fatores relacionam com o
aumento das infeccbes fungicas, tais como longa internacdo, antibioticoterapia e
corticoterapia prolongadas e procedimentos invasivos. Estes fatores estdo presentes em
pacientes de Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). No contexto de aumento de infecces
nosocomiais fungicas, espécies de fungos pertencentes aos géneros Candida e Aspergillus,
bem como a classe dos Zygomycetos S80 0s principais responsaveis pela maioria das infeccoes
em hospitais (WINGARD et a., 1991). As espécies de Candida sdo indiscutivelmente as
principais causas de infecgdes fungicas nosocomiais. Estes fungos fazem parte da microbiota
do homem, mas podem ser encontrados em diversos ambientes, inclusive hospitalares
(ODDS, 1988). A forma mais grave de infeccdo por Candida ocorre quando este fungo €
capaz de atingir a corrente sangiiinea produzindo candidemia. Segundo CANTON et 4.,
2001; a maioria dos fatores de risco para a aquisicéo de candidemia sdo muito comuns em
todos os pacientes hospitalizados. O objetivo deste trabalho foi coletar amostras de fungos do
sangue, da urina e de cateteres de pacientes da Unidade de Terapia Intensiva do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias, no dia da internagcdo e a cada 7 dias apés a
mesma, para pesquisa de leveduras e determinar os fatores de viruléncia, como: proteinase,
fosfolipase, producédo de tubo germinativo.

2. METODOLOGIA

2.1. AMOSTRAS UTILIZADAS: Amostras de sangue e urina, conexdes (HUB) e pontas de
cateteres foram coletadas de pacientes internados da UTI do Hospital das Clinicas da UFG,
durante o periodo de fevereiro de 2003 a janeiro de 2004, na data dainternagcéo e acada 7 dias
de permanéncia nesta unidade.

2.1.1. SANGUE: Foram colhidos assepticamente de 15-20 mL de sangue periférico com
seringa heparinizada, para semeadura em frascos de 50 mL, caldo BHI. Os isolamentos foram
transferidos para tubos de ensaio, contendo agar BHI, para posterior identificagdo. (TELES
FILHO, 1997).

2.1.2. URINA: Em pacientes cateterizados com sistema de drenagem fechada, colheu-se a
urina (20mL) puncionando-se o cateter do tubo.

CULTURA SEMIQUANTITATIVA DA URINA: Cultura semiquantitativa de urina foi
realizada de acordo com método descrito por ARGERI & LOPARDO, 1993.

2.1.3. CATETER E CONEXOES: Cateteres (central, periférico e arterial) e conexdes foram
assepticamente lavados com agua destilada. O liquido da lavagem foi centrifugado e o
sedimento examinado a fresco e semeado em meio de &gar Sabouraud dextrose (TELES
FILHO, 1997).

CULTURA SEMIQUANTITATIVA DE CATETERES:. Cultura semiquantitativa de cateter
foi realizada de acordo com método descrito por MAKI et al., 1977.
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2.2. IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS: As col6nias cremosas, (imidas caracteristicas de
leveduras crescidas em agar Sabouraud dextrose (Difco) foram submetidas a testes de
identificacdo segundo KURTZMAN & FELL (1998), constando com as seguintes técnicas:
PESQUISA DE TUBOS GERMINATIVOS (TESTE DE REYNOLDS-BRAUDE) e TESTE
PARA ASSIMI LAC}AO DE CARBOIDRATOS.

2.3 FATORES DE VIRULENCIA / CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

2.3.1. PROTEINASE

Foi utilizado procedimento descrito por RUCHEL (1990).

Meio Base: Agar (Difco) — 18g; Agua destilada — 1000 mL; O meio foi esterilizado em
autoclave a 120°C por 15 minutos.

Meio de Albumina: Y east carbon base (Difco) — 11,7 g; Albumina bovinafragéo V (Sigma) —
2,7 g; Protovit (Roche) — 2,5mL; Agua destilada — 1000,0 mL. O meio foi esterilizado por
filtragdo através de membrana de Milipore de 0,22um.

O meio basico esterilizado era resfriado a 50°C, adicionando-se entdo o meio de albumina e
em seguida distribuido em placas de Petri. Apés a solidificagdo do meio, eram semeados
quatro isolados de leveduras por placa através de al¢ca de platina. As placas foram incubadas a
37°C durante 4 dias. A presenca da enzima foi detectada pela formacéo de um halo opaco de
precipitacéo ao redor da colénia de levedura. A atividade enzimatica (Pz) foi medida de
acordo com atécnica de PRICE et a (1982), através darazdo entre o didmetro da col6nia (dc)
e 0 didmetro da colénia mais a zona de precipitacdo (dcp). Os resultados de Pz foram
considerados da seguinte maneira: Pz = 1,0 = Auséncia de atividade enzimatica; 1,0 < Pz <
0,64 = Atividade enzimética positiva; Pz < 0,64 = Atividade enzimética fortemente positiva.
2.3.2. FOSFOLIPASE

A atividade de fosfolipase foi realizada segundo a técnica descrita por PRICE et a., (1982).
MEIO DE EMULSAO DE OV O: Gemade ovo (80g) e 80 mL de solucao fisioldgica.

Os ovos eram deixados em acool 70%, durante uma hora para serem desinfetados. Em
seguida separam-se as gemas que eram colocadas em recipiente esterilizado contendo pérolas
de vidro, pesadas e adicionadas de solucgao fisiol dgica, agitando-se vigorosamente.

MEIO AGAR FOSFOLIPASE: PEPTONA (DIFCO) — 10,00 g; Glicose (Synth) — 20,00 g;
Cloreto de sodio (Reagen) — 57,30 g; Cloreto de célcio (Reagen) — 0,55g; Agar (Difco) —
20,00 g; Agua destiladas — 1000,00 mL. O meio era esterilizado por autoclave a 120°C
durante 15 minutos.

Ao &gar resfriado a 50°C era adicionada a emulsdo de ovo sendo em seguida distribuido o
meio em placas de Petri que eram semeadas com 4 isolados de Candida albicans a serem
testadas. Estas placas foram incubadas a 37°C por 4 dias. A leitura do teste foi realizada da
mesma forma que para a proteinase, conforme descrito no item anterior.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Na colheita de material biolégico na UTI do Hospital das Clinicas UFG para cultura, foram
incluidos 324 pacientes.

Foram isoladas 30 amostras a hemocultura, das 17 eram de Candida albicans, 1 de Candida
lusitaniae, 4 de Candida guilliermondii, 2 de Candida tropicalis, 4 de C. parapsilosis e 2 de
C. pseudotropicalis Ja para as amostras de urina, o indice de positividade foi maior,
totalizando 134 isolados de leveduras. Destas, 84 correspondiam a espécie Candida albicans,
13 a Candida glabrata, 3 a Candida guilliermondii, 7 a Candida parapsilosis, 6 a Candida
tropicalis, 1 a C.stelatoidea, 5 a espécie C. famata, 8 a C. pseudotropicalis, 4 aC. krusei e2 a
C. lusitaniae. A incidéncia de cada espécie colonizando o cateter dos pacientes totalizou 48
isolados. Candida albicans, 20; Candida famata, 6; Candida glabrata, 1; Candida
guilliermondii, 4, Candida parapsilosis, 8, Candida tropicalis, 2; C. krusei, 4; C. lusitaniae,
1; C. stelatoidea, 1, e C. lypolytica, 1.
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Os dados que se seguem dizem respeito a0 estudo in vitro da atividade enzimética dos
isolados de Candida, isto €, do estudo de fatores de viruléncia in vitro. Dos 30 isolados de
Candida na hemocultura, 26 (86,7%) apresentaram atividade positiva de proteinase, enquanto
25 (83,3%) apresentaram atividade enzimética positiva de fosfolipase. Dos 134 isolados de
Candida de urocultura, 72 (53,7%) apresentaram atividade positiva de proteinase, enquanto
81 (60,4%) apresentaram atividade enziméatica positiva de fosfolipase. Quanto a cultura semi-
quantitativa de cateteres, observou-se que 15 (31,2%) dos 48 isolados de Candida
apresentaram atividade enzimatica positiva de proteinase, enquanto 25 (52,1%) apresentaram
positividade para de fosfolipase.

4. CONCLUSAO

E de suma importancia o reconhecimento dos agentes etiol égicos especificos causadores de
infeccBes fungicas nosocomiais. O perfil dos agentes envolvidos em infeccdes de pacientes da
UTI do Hospital das Clinicas da UFG ficou caracterizado no periodo estudado, quanto as
amostras de sangue, urina e cateter. Percebemos que a espécie Candida albicans foi a mais
incidente, mas outras espécies, como Candida guilliermondii, Candida tropicalis e C.
parapsilosis, entre outras, também apresentaram incidéncia importante.

Uma porcentagem relevante de isolados apresentaram atividade enzimética in vitro, ou seja,
apresentaram fatores de viruléncia in vitro, mostrando-se com capacidade potencial de gerar
lesdo tissular in vivo.

As infecgdes nosocomiais tém grande importancia no meio médico e microbiol 6gico, portanto
devem continuar a ser exaustivamente estudadas.
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