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_Introdugéo
As infecOes flngicas hospitalares constituem atualmente um pro-

blema hospitalar relevante em todo o mundo. A fécil transmisséo
dos fungos pelo ar, pela agua ou pelo contato direto ou indireto
entre pessoas e com superficies ou objetos contaminados conduz
a uma preocupacao crescente com este tipo de infecdes em meio
hospitalar, principalmente em doentes imunocomprometidos.

Candida parapsilosis € um fungo leveduriforme oportunista
causador de infecdes sistémicas, principalmente em doentes
oncoldgicos (1), doentes internados em unidades de cuidados
intensivos (2) e em recém-nascidos (3). O controlo das infecdes
nosocomiais por Candida requer um conhecimento aprofundado
da estirpe infetante e do estado imunolégico do doente internado.

Os fungos reproduzem-se por libertacdo de esporos de peque-
na dimensao e tém uma elevada disperséo ambiental. Sao fontes
comuns de aquisicao de infe¢bes flngicas em ambiente hospi-
talar, os sistemas de ventilagdo e de ar condicionado, a agua,
poeira, matéria organica em decomposicao, plantas e flores or-
namentais, alimentos, obras de constru¢cdo no hospital ou nas
suas imediagoes e, até, os proprios doentes, visitantes e profis-
sionais de saude (4).

0 modo de transmissao ocorre por contacto, ingestao ou inalagao
de particulas contaminadas. O grupo de doentes com risco acres-
cido de adquirir uma infe¢ao fungica nosocomial sdo os doentes
transplantados ou oncolégicos, bem como os doentes em cuidados
intensivos e/ou continuados como os doentes queimados. Os do-
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entes oncoldgicos, principalmente os doentes hematoldgicos apre-
sentam um maior risco de desenvolvimento de infegbes fungicas
invasivas. De facto, cerca de 20 a 50% destes doentes evidenciam
sinais de infecéo flngica invasiva aquando da autépsia ().

Na Europa e América Latina, a Candida parapsilosis ¢ uma das es-
pécies predominantemente isoladas da corrente sanguinea (1:6)
e tém sido descritos varios surtos hospitalares causados por esta
levedura, associados ao uso de cateteres, sondas, ou dispositi-
vos prostéticos contaminados (7:8). Acresce que, e ao contrario
de outras espécies de Candida, a Candida parapsilosis ¢ frequen-
temente isolada das maos dos profissionais de satde ().

Arapidaidentificacao de estirpes envolvidas na infe¢éo fingica e
o0 conhecimento da diversidade genética s&o questdes de grande
importancia clinica, uma vez que podem contribuir para o desen-
volvimento de novas estratégias na prevencgao e tratamento das
infecGes nosocomiais e, consequentemente, assegurar a melho-
ria do estado geral do doente.

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo desenvolver novas ferramentas
moleculares, que permitam responder atempadamente a questoes
epidemiologicas contribuindo, assim, para a reducao do risco de
infecdes hospitalares por Candida parapsilosis.

_Material e métodos
Foram desenvolvidos métodos moleculares de genotipagem de DNA

microssatélite de estirpes de Candida parapsilosis (19). O protoco-
lo desenvolvido foi aplicado a 233 isolados de Candida parapsilosis.
Estes isolados foram obtidos de 194 produtos bioldgicos (sangue; se-
cregdes do trato respiratdrio; urina, pele e unhas) de doentes interna-
dos e de 39 amostras provenientes do ar, de superficies hospitalares,
de dispositivos médicos e das maos dos profissionais de saude.

Na genotipagem foram utilizados quatro marcadores de DNA micros-
satélite por analise multiplex. O poder discriminatério combinado dos
quatro marcadores foi de 0.99, o que significa que este método tem
uma precis@o de 99% na discriminacéo de estirpes de Candida pa-
rapsilosis. Dado o elevado poder discriminatério desta técnica, este
método foi posteriormente aplicado ao estudo de casos em ambien-
te hospitalar, para 0s quais se procuravam respostas a nivel epide-
mioldgico.
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_Resultados e discusséo

Utilizando o método de genotipagem desenvolvido (19, observou-
se que em casos de isolados multiplos do mesmo doente, o geno-
tipo multilocus de estirpes colonizadoras e causadoras de infe¢éo
manteve-se, podendo, este facto, indicar que determinado genoti-
po confere alguma adaptagao ao hospedeiro.

Tendo como finalidade a detecéo ou excluséo de surtos, bem como
a detecgdo de possiveis fontes de contaminacao, foram estudadas
as estirpes de Candida parapsilosis, isoladas de diferentes doentes,
bem como isolados colhidos em vérios locais do ambiente hospi-
talar. Dos resultados obtidos descrevem-se as trés investigacoes
sequintes:

Investigacéo 1

Foram genotipados trés isolados de Candida parapsilosis, cujas
amostras clinicas foram colhidas num intervalo de 2 semanas, a
partir de sangue e de urina de trés doentes internados no servigo de
pediatria de uma unidade hospitalar. Observou-se que o0s trés isola-
dos apresentavam o mesmo perfil genotipico, indicando que se tra-
tava da mesma estirpe ou estirpes muito relacionadas (Tabela 1).

A presenca, no mesmo periodo de tempo e no mesmo Servigo
hospitalar, da mesma estirpe em trés doentes internados sugere a
existéncia de um surto nosocomial. Nenhuma estirpe de Candida
parapsilosis foi isolada durante este periodo de colheita em outros
servicos deste hospital.

Investigagdo 2

Foi encontrado 0 mesmo gendtipo ou um gendtipo multilocus com
um elevado grau de similaridade em estirpes de Candida parapsi-
losis, isoladas de diferentes superficies do meio ambiente hospita-
lar, bem como das maos de um profissional de salde ¢, ainda, de
um doente internado de um hospital (Tabela 2). O alto grau de si-
milaridade genética entre estes isolados indica uma via de trans-
missao Unica da estirpe, provavelmente através do contacto direto
com doentes e/ou com superficies contaminadas.

Os isolados ambientais M, O e P (Tabela 2) foram todos colhidos
no mesmo dia, um deles a partir de um carrinho de apoio clinico
e 0s outros dois das macanetas das portas de um mesmo servi-
¢o hospitalar. Os locais de colheita sugerem uma cadeia de trans-
missao da estirpe de Candida parapsilosis por contacto manual.
Nenhum dos outros doentes internados no servigo hospitalar em
andlise apresentou infecdes causadas por esta estirpe com um
gendtipo multilocus igual ou similar no mesmo periodo de tempo.

No isolado F, cuja amostra foi colhida das maos de um profissional
de saude, foi identificado 0 mesmo gendtipo, que nos isolados Q
e R, colhidos de uma torneira de agua e de um carrinho de apoio
clinico 3 meses apos a colheita do isolado F. Observou-se, ainda,
que um doente internado neste mesmo servigo apresentou umain-
fegao por Candida parapsilosis com 0 mesmo gendtipo (isolado C),
5 meses depois da colheita realizada das méos do profissional de
saude (Tabela 2).

Tabela 1:
servico de pediatria de um hospital.

Produto SerVIQO

Feminino Urina Pediatria
2 Masculino Hemocultura Pediatria
Hemocultura Pediatria

3 © Masculino

Genotipagem de marcadores de DNA microssatélite em isolados clinicos de Candida parapsilosis colhidos num

Gendtipo Multilocus

CP4 CP6 B
222/243 354/354 282/336 127/127
N 3s4/364 282/3%6 127127
Compas 3541354 262/336 127127
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Tabela 2: [] Genotipagem por marcadores de DNA microssatélite de Candida parapsilosis em isolados ambientais e clinicos
colhidos num servigo de hematologia de um hospital.

Identificagédo Origem Genotlpo Multilocus
do isolado g€

Maganeta da porta do quarto de um doente 240/240 342/342 285/285 103/103
""""" a"""""”Mgggn;;;a;;’m; deinstalagoes sanitarias  240/240  342/342  285/285  103/103
""""" P Camnhodeapoioclinico  240/240  G4p/342  285/285  103/108
""""" F Mdosdeprofissonal desaide  222/243  354/354  282/336  120/129
""""" Q@ Tomera  222/243 a54/354  282/336  129/129
""""" R Carnhodeapoio 202/243  354/354  282/336  129/129

c ~ Hemocultura . 222/243  354/354  282/336  120/129

No que respeita aos resultados obtidos das colheitas feitas nas
Figura 1: [ Placas de contacto das méos dos profissionais de

salide hospitalares antes (a) e depois (b) da lavagem
sis revelou ser a levedura mais frequentemente isolada. Conforme e desinfegdo das méos.

apresentado na Figura 1, a lavagem e desinfecdo das maos mos-

maos dos profissionais de salde hospitalar, Candida parapsilo-

trou ser essencial, quer na remocao de leveduras quer de fungos
filamentosos. (b)

Investigagdo 3
Foi realizada a genotipagem em 49 isolados provenientes de diferen- (a)

tes produtos biolégicos e do meio ambiente de um hospital. Verifi-
cou-se que em cinco destes isolados, (4 hemoculturas e 1 catéter),

(b)
cujas colheitas foram efetuadas em cinco doentes durante o periodo
de dois anos, partilhavam o mesmo gendtipo multilocus (Tabela 3).
Durante este periodo de tempo, néo foi detetado este gendtipo mul- (@)

tilocus em nenhum dos isolados de Candida parapsilosis colhidos e
analisados noutros servigos deste hospital. Este facto, sugere a pre-
sencga de uma estirpe residente no hospital em estudo.

Tabela 3: [ Genotipagem por marcadores de DNA microssatélite de isolados de Candida parapsilosis
obtidos de um dispositivo médico e de quatro doentes internados de um hospital.

Gendtipo Multilocus
Doente # Produto
‘ ‘ CP1 ‘ CP4 ‘ CP6 ‘ B

1 © Hemocultura  240/262  300/300  285/285 147/149
77777777 2 Hemocultra  240/252  800/800 285/285 147/149
"""" 3 Caéter  240/252  300/300 285/285  147/149
77777777 4 Hemocultura  240/252  300/300  285/285  149/149

5 | Hemocultura ~ 240/252 = 300/300 :  285/285 149/149

32



_Conclusbes
Para uma melhor compreensao da epidemiologia de Candida pa-

rapsilosis em ambiente hospitalar e também em prol da melhoria
do estado de saude do doente internado, varios métodos de ti-
pagem tém sido desenvolvidos. A genotipagem por marcadores
de DNA microssatélite mostrou ser uma metodologia altamente
discriminatéria, podendo assim, ser uma ferramenta valiosa para
apoiar as investigacdes epidemioldgicas.

Com este estudo, e assumidas as limitagdes conceptuais do
mesmo, constatou-se que a presenca simultdnea de casos de
infecdo por Candida parapsilosis no mesmo servico hospitalar
(investigacao 1 e 3) e a presenca continuada da mesma estirpe
de Candida parapsilosis nas maos de um profissional de saude,
num doente internado e em diferentes superficies (investigagao 2),
indicam que esta espécie fungica é um importante veiculo de in-
fecd@o nosocomial, que merece a melhor ateng¢ao pelas comissoes
de controlo de infecao e entidades hospitalares competentes.

0O desenvolvimento de marcadores de DNA microssatélite na geno-
tipagem de estirpes de Candida parapsilosis, abre a possibilidade
de investigagbes epidemioldgicas futuras em meio hospitalar, no-
meadamente a identificacdo atempada de potenciais reservatorios
de infecdes enddgenas e exdgenas por Candida parapsilosis. Por
outro lado, a utilizagdo desta ferramenta molecular alerta também
para a adocao de medidas preventivas adequadas, que irdo certa-
mente contribuir para a diminui¢do da incidéncia das infegdes fun-
gicas nosocomiais, fundamentar agdes de sensibilizacao periddicas
para 0s profissionais hospitalares e, ainda, sustentar uma monitori-
zacao sistematica da carga fungica em ambiente hospitalar.
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