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1. RESUMO

As infec¢bes flngicas constituem um problema hospitalar relevante em todo o mundo. A f4cil
transmissdo dos fungos pelo ar, agua ou pelo contato direto ou indireto com pessoas, superficies
ou objetos contaminados conduz a uma crescente preocupacao com este tipo de infec¢des,
principalmente em pacientes imunocomprometidos.

Considerando a grande relevancia da levedura Candida parapsilosis em Portugal como agente
etiologico de infecgbes sistémicas e de surtos hospitalares, o trabalho apresentado teve como
objetivo contribuir para o desenvolvimento de novas ferramentas moleculares que permitissem
responder a questBes epidemioldgicas relacionadas com esta espécie e posterior aplicagdo desta
ferramenta em prol da segurancga do paciente.

SUMMARY

Fungal infections constitute a relevant problem in hospitals from all over the world. Their easy
transmission through the air, water, or by direct or indirect contact with contaminated persons,
surfaces or objects lead to an increasing preoccupation with those infections, particularly in
immunocompromised patients.

Regarding the enormous importance of Candida parapsilosis as agent of bloodstream infections
and hospital outbreaks, the presented work aimed to contribute to the development of new
molecular tools able to answer to epidemiological questions related with infections by this species
and their application in favor of patient safety.

2. INTRODUCAO

O ambiente hospitalar desempenha um papel fundamental na epidemiologia das infeccdes
fungicas nosocomiais e, consequentemente, na seguranca do doente.

Os fungos reproduzem-se por libertacdo de esporos de pequena dimenséo e tém elevada taxa de
dispersédo ambiental, tendo como suas fontes em ambiente hospitalar os sistemas de ventilacéo
ou ar condicionado, agua, poeira, matéria organica em decomposicdo, plantas ornamentais,
flores, frutas frescas, alimentos, obras de construgcéo (no hospital ou em seu redor) ou mesmo 0s
seus ocupantes e visitantes (1).
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A presenca ubiqua de fungos é uma potencial ameaca para a salde em determinados grupos de
pacientes e a sua transmissdo ocorre através do contato, ingestdo, inalacdo de particulas
contaminadas, aerossois ou mesmo através das maos dos profissionais de salude. Os grupos de
pacientes de maior risco sdo 0s sujeitos a cuidados intensivos e/ou continuados bem como
pacientes queimados, transplantados ou oncolégicos. Destes Ultimos, sdo os pacientes
hematoldgicos que apresentam um maior risco de desenvolvimento de infecgBes flngicas
invasivas. Cerca de 20 a 50% destes pacientes evidenciam sinais de infecgdo flingica invasiva
aquando da autopsia (2).

Na Europa e América Latina, Candida parapsilosis € uma das espécies de Candida
predominantemente isoladas da corrente sanguinea (3,4) e tém sido descritos numerosos surtos
hospitalares causados por esta levedura, nomeadamente associados a cateteres,
hiperalimentacdo ou dispositivos prostéticos contaminados (5,6). Ao contrario de outras espécies
de Candida, C. parapsilosis é frequentemente isolada das méos dos profissionais de saude, que
instalam e mantém os dispositivos médicos mencionados, sugerindo assim uma potencial via de
transmissao o que conduz a uma possivel ocorréncia de surtos hospitalares (7).

A rapida identificacdo de estirpes envolvidas na infeccdo e a elucidacdo dos seus padrdes de
diversidade genética e epidemioldgica sdo questfes de grande importancia clinica, uma vez que
podem contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias na prevencao e tratamento das
infec¢des e, por conseguinte, contribuir para a seguranca do doente.

3. METODOS

Foram desenvolvidas metodologias moleculares baseadas na tipagem de DNA microssatélite de
estirpes de Candida parapsilosis (8). O protocolo desenvolvido foi aplicado a duzentos e trinta e
trés isolados independentes de C. parapsilosis obtidos de diferentes produtos bioldégicos dos
pacientes, bem como do ambiente hospitalar. Cem das estirpes analisadas provinham de
hemoculturas, nove do trato respiratério, vinte sete de pele e unhas, cinquenta e oito de outros
produtos biolégicos e ainda trinta e nove do ar, superficies hospitalares e das méaos dos
profissionais de saude.

Apos a genotipagem destas estirpes, determinou-se o poder discriminatorio do método e aplicou-
se essa metodologia ao estudo de casos concretos a nivel hospitalar.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatro marcadores de DNA microssatélite foram utilizados em genotipagem por analise multiplex.
O poder discriminatério combinado dos quatro marcadores foi de 0.99, o que significa que este
meétodo tem uma precisdo de 99% na discriminacdo de estirpes de Candida parapsilosis. Dado o
elevado poder discriminatério desta técnica, essa metodologia foi aplicada ao estudo de casos
para 0s quais se procurava respostas a nivel epidemioldgico.

Utilizando o método de genotipagem desenvolvido, observou-se que em casos de isolados
multiplos do mesmo paciente o genétipo multilocus de estirpes colonizadoras e causadoras de
infeccdo é, de forma geral, mantido. Isolados provenientes de possiveis surtos, colhidos em
diferentes pacientes, bem como isolados recolhidos em ambiente hospitalar foram também
estudados e genotipados. Dois desses casos de estudo sdo de seguida apresentados:

e CASO1

Trés isolados de C. parapsilosis recolhidos hum pequeno intervalo temporal (29 de Agosto a 17
de Setembro) e a partir de sangue e de urina de trés pacientes diferentes internados na Unidade
de Pediatria foram genotipados (Tabela 1). Observou-se que os trés isolados partilhavam o
mesmo genétipo multilocus, indicando que se tratava da mesma estirpe ou estirpes muito
relacionadas. A presenca, no mesmo periodo de tempo, da mesma estirpe em trés pacientes
diferentes sugerem a existéncia de um possivel surto nosocomial nesta unidade hospitalar.
Curiosamente, nenhuma outra estirpe de C. parapsilosis foi isolada durante este periodo de
colheita nesta unidade hospitalar.

Tabela 1 - Aplicacdo da metodologia por genotipagem de marcadores de DNA microssatélite em
diferentes isolados clinicos de Candida parapsilosis.

Patient Produto Unidade Data Gendétipo Multilocus

# Biol6gico  Hospitalar CP1 CP4 CP6 B
1 Urina Pediatria 29-08-2003 222/243  354/354 282/336 127/127
2 Hemocultura Pediatria 08-09-2003 222/243  354/354 282/336 127/127
3 Hemocultura Pediatria 17-09-2003 222/243  354/354 282/336 127/127
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e CASO2

O mesmo gendtipo multilocus ou muito similar foi encontrado em estirpes de C. parapsilosis
isoladas de superficies hospitalares, mdos do pessoal hospitalar e pacientes internados (Tabela
2). O alto grau de similitude genética entre estes isolados indica uma possivel via de transmissao
da estirpe através das maos do pessoal hospitalar e de superficies contaminadas, como
macanetas das portas e carros médicos. Os isolados ambientais M, O e P foram todos colhidos
no mesmo dia, um deles a partir de um carrinho médico e os outros dois das macanetas das
portas de uma mesma unidade hospitalar. Os locais de onde foram isolados sugerem uma
possivel transmissédo da estirpe devido a contacto manual. Nenhum dos pacientes internados na
unidade hospitalar analisada apresentaram infec¢cdes causadas por estirpes de C. parapsilosis
com um genétipo multilocus semelhante.

Num outro caso, o isolado F foi recolhido das méos de um profissional de satude em janeiro/07 e
apresentou 0 mesmo gendtipo multilocus que um isolado recolhido de uma torneira de agua em
abril/07 e outro de um carrinho médico também em abril/07. Contrariamente ao observado no
caso anterior, dois pacientes apresentaram infec¢des causadas por isolados com o gendtipo
multilocus, sendo que um dos pacientes estava internado nesta mesma unidade hospitalar, tendo
a estirpe sido isolada a partir de uma hemocultura em Maio/07.

Tabela 2- Aplicacéo da metodologia de genotipagem por marcadores de DNA microssatélite em
diferentes isolados de Candida parapsilosis provenientes de ambiente hospitalar

Identificacéo Origem Unidade Data Genotipo Multilocus

do isolado 9 hospitalar CP1 CP4 CP6 B
Macaneta porta

M do quarto de Hematologia 11-04-2007 240/240 342/342 285/285 103/103
um paciente

Maganeta porta

O Hematologia 11-04-2007 240/240 342/342 285/285 103/103

daW.C.
P gg;:ggo Hematologia 11-04-2007 240/240 342/342 285/285 103/103
F h'v'aos. pessoal \omatologia 20-01-2007 222/243 354/354 282/336 129/129
ospitalar
Q Torneira Hematologia 11-04-2007 222/243 354/354 282/336 129/129
R gg(;:ggo Hematologia 11-04-2007 222/243 354/354 282/336 129/129

Isolado clinico  Hemocultura Hematologia 04-05-2007 222/243 354/354 282/336 129/129

No que respeita aos resultados obtidos nas colheitas das méos do pessoal hospitalar, Candida
parapsilosis revelou ser a levedura mais frequentemente isolada das maos. A amostragem
efectuada antes e depois da lavagem e desinfeccdo das méos adequadas a ambiente hospitalar
mostrou ser 100% eficaz.

5. CONCLUSOES
Candida parapsilosis € um fungo leveduriforme oportunista causador de infeccdes sistémicas,
principalmente em pacientes oncologicos e recém-nascidos. O controlo das infecgBes
nosocomiais por Candida requer um conhecimento aprofundado, quer da estirpe infectante, quer
do estado imunoldgico do paciente. Para uma melhor compreensao da epidemiologia desta
espécie e também em prol da seguranca do paciente, varios métodos de tipagem tém sido
utilizados e a genotipagem por marcadores de DNA microssatélite mostrou ser uma metodologia
altamente discriminatéria, podendo assim ser uma ferramenta valiosa para apoiar investigacdes
epidemiolégicas. Este conhecimento, para o qual este trabalho visa contribuir, abre a
possibilidade de pesquisas futuras neste campo. Medidas preventivas adequadas podem
representar uma forma eficiente de diminuigdo da incidéncia das infec¢des flingicas e o controlo
de potenciais fontes de infeccdo endogenas e exdégenas. Estas medidas incluem, por exemplo,
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accdes de sensibilizacdo para o pessoal hospitalar e uma monitorizagdo sistematica da carga
fungica do ambiente hospitalar durante a hospitalizacéo.
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