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RESUMO

INTRODUCAO: Infeccdes de corrente sanguinea por fungos tém se destacado principalmente
pelo crescente nimero de casos de candidemia (infeccdes por Candida spp neste sitio).
Atualmente, este fungo figura como um dos sete patdgenos mais comuns em infecgdes
nosocomiais, apresentando taxas de mortalidade bruta entre 40 e 70% e atribuida, de 50%.
Formacdo de biofilme € frequentemente associada a persistente infeccdo por Candida spp. e
dificulta o tratamento devido a elevada resistencia que as células fungicas adquirem a drogas
antifungicas, nestas circunstancias. OBJETIVOS: Determinar a incidéncia de candidemias no
Hospital Universitario Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM), entre 1° de margo de 2011 a
30 de dezembro de 2012; determinar as taxas de prevaléncia das espécies de Candida spp.e
testar a potencial atividade das drogas anfotericina B e voriconazol na inibicdo de formagéo
de biofilme pelas espécies isoladas. MATERIAIS e METODOS: Informages sobre o nimero
total de admissdes e de pacientes-dia, na UTI e UTIN do HUCAM foram fornecidos pelo
setor de estatistica e as 32 cepas de Candida spp., obtidos de sangue, urina e ponta de cateter
foram isoladas no laboratdrio de Analises Clinicas deste hospital. Para as analises de inibicao
de formacé&o de biofilme foram utilizados os testes estatisticos de Wilcoxon, de Sinais e de
Mann-Whitney. RESULTADOS: O setor do HUCAM com maior incidéncia de candidemia
foi a UTIN (8,6/10.000 pacientes-dia e 14,2/1.000 internacdes). Candida spp foi 5°
microrganismo mais isolado das ICS, com predominio de espécies ndo-albicans (81%), sendo
C. parapsilosis a espécie mais frequente. Na UTIN, a frequéncia de candidemia por C.
albicans foi de 67% e a Unica espécie ndo-albicans isolada foi Candida parapsilosis. Na
avaliacdo da inibicao de formacao de biofilme foi constatado que as concentracdes de
anfotericina B estatisticamente significantes foram: 128 pug/mL para as epécies C. albicans, C
parapsilosis e C tropicalis e 64 pg/mL para as espécies agrupadas em “outros”. VVoriconazol
foi capaz de inibir formacdo de biofilme apenas para isolados da espécie C. albicans e na
maior concentracao testada (16 pug/mL). CONCLUSOES: A maior incidéncia de candidemia
no HUCAM foi encontrada para recém-nascidos internados na UTIN. A distribuigéo das
especies de Candida variou de acordo com setores do hospital, mas sofreu pouca alteragcdo em
relacdo ao periodo estudado. No geral, anfotericina B foi mais eficaz que voriconazol na
inibicdo de formacdo de biofilme por espécies de Candida.

Palavras-chave: Candida spp., candidemia, biofilme, anfotericina B, voriconazol



ABSTRACT

INTRODUCTION: Bloodstream fungi infections have highlighted mainly by the growing
number of cases of candidemia (infections by Candida spp this site). Currently, this fungus
figure as one of seven most common pathogens in nosocomial infections, presenting mortality
rates gross between 40 and 70%, and attributed of 50%. Biofilm formation is often associated
with the persistent Candida spp. infection and it complicates the treatment due to high
resistence that fungal cells acquire to antifungal drugs, in these circumstances. OBJECTIVES:
Estabilish the candidemias incidence in University Hospital Cassiano Anténio de Moraes
(HUCAM), between 1 ° of March 2011 to December 30 2012; estabilish prevalence rates of
Candida spp. species e test the potential drug activity of amphotericin B and voriconazole in
the inhibition of biofilm formation by the species isolated. MATERIALS AND METHODS:
Information on the total number of admissions and patient-days in the ICU and NICU's
HUCAM were provided by statistics sector and 32 Candida spp. strains obtained from blood,
urine and catheter tip were isolated in Laboratory of Clinical Analysis of the hospital.
Inhibition of biofilm formation tests were analized using statistical of Wilcoxon, of Signs and
of Mann-Whitney. RESULTS: HUCAM’s sector with greater incidence of candidemia was
the NICU (8.6 / 10,000 patients-day and 14,2 / 1,000 hospitalizations). Candida spp was the
fifth most isolated microorganism of BSI, with predominance of non-albicans species (81%),
being C. parapsilosis the species most frequent. In NICU, the frequency of candidemia by C.
albicans was 67% and the only non-albicans specie isolated was Candida parapsilosis. In the
evaluation of biofilm formation inhibition was evidenced that the concentrations of
amphotericin B statistically significant were: 128 g / mL for the species C. albicans studied,
C. parapsilosis and C. tropicalis and 64 pg / mL for the species grouped into "others".
Voriconazole was able to inhibit biofilm formation only for isolates of the species C. albicans
and at the highest concentration tested (64 pg / ml). CONCLUSIONS: The highest incidence
of candidemia in HUCAM was found for neonates interned in NICU. The distribution of
Candida species ranged according with sectors the hospital, but suffered little alteration in
relation to period studied. Overall, amphotericin B was more effective than voriconazole in
the inhibition of biofilm formation by Candida species.

Keywords: Candida spp., Candidemia, biofilm, amphotericin B, voriconazole
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1 INTRODUCAO

Candida spp. faz parte da microbiota endogena do trato gastrointestinal. Pode colonizar a
pele e mucosas da cavidade oral, trato intestinal e genitourinario (Miranda et al., 2009;
Edwards Jr., 2000)

Candida albicans é a espécie mais patogénica (Rinaldi, 1993) e como consequiéncia dessa
viruléncia, é a espécie flngica mais representativa de doencas nosocomiais (Becker et al.,
2010) e responsavel por grande parte dos episédios de candidemia, apesar de CNA também

emergir como um grupo muito representativo (Wissing et al., 2013).

Dentre as espécies ndo-albicans, Candida tropicalis, assim como C. albicans, apresenta boa
aderéncia a mucosa, capacidade de formar biofilme, e alta atividade secretdria de lipases e
proteinases e boa capacidade de disseminacdo (Rinaldi, 1993). E uma das espécies de CNA
mais isolada ao redor do mundo, corresponde cerca de 70% de freqliéncia dentro deste grupo
(Negri et al, 2012). Candida glabratra representa 5 a 14% dos episédios de candidemia
(Alonso-Valle et al., 2003; Colombo et al., 2006; Oeser et al.,2013) e é a espécie mais
relacionada com episédios de candidemia em adultos, nos EUA. (Oeser et al.,2013). Candida
krusei: apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol e, certas vezes, baixa suceptibilidade a
anfotericina B (Ricardo et al., 2010), por isso também tem sido reportada em pacientes que
receberam profilaxia com terapia antifingica (Schuster et al.,2012). Por fim, Candida
parapsilosis corresponde a espécie ndo-albicans mais comum em criangas, principalmente em
recém-nascidos (RNs) (Ortega et al, 2011).

Em adultos, os grupos que tém mais se destacado em apresentar infec¢cbes nosocomiais
causadas por Candida spp sdo pacientes severamente imunodeprimidos (Alonso-Valle et al.,
2004; Almirante et al., 2004) enquanto as infec¢des fangicas por Candida spp em RNs séo
mais provaveis de ocorrer em prematuros € de muito baixo peso (MBP), admitidos em

unidades de terapia neonatal (UTIN).

Apesar da incidéncia relativamente baixa, a taxa de mortalidade devido a candidemia ¢é alta, a
bruta estd entre 40 e 70% e a atribuida pode chegar a 50%, sendo menor em criangas
(Eggiman, garbino e pittet, 2003; Gudlaugsson et al., 2003; Yang et al.,2008).
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Poucos estudos tém como base populacional central as criangas. Segundo Oeser et al. (2013)
na Inglaterra e no Pais de Gales, a incidéncia média anual de candidemia durante a infancia
foi de 1,52/100.000 pessoas-ano, no periodo de 2000 a 2009. Em seu estudo, a incidéncia de
candidemia infantil aumentou entre 2000 e 2007, uma tendéncia que tem sido observada nos
paises mais desenvolvidos ao longo das Ultimas 2 décadas, o que pode refletir um aumento
global das populagdes de risco para candidemia e melhores taxas de sobrevivéncia para

prematuros de extremo baixo peso.

Em relacdo a distribuicdo das espécies, a maioria dos estudos mostrou que as espécies nao-
albicans foram responsaveis por mais de 50% dos casos de candidemia, sendo mais
representativas as espécies C. tropicalis e C. parapsilosis. C. glabrata apresentou baixa
incidéncia na maioria dos estudos no Brasil, confirmando a tendéncia de ser mais rara aqui
(Colombo et al., 1999; Colombo et al., 2006; Sampaio Camargo et al., 2010; Aquino et al.,
2005; Marra et al.,2013; Chang et al. 2003; Matta et al. 2006).

A patogenicidade da Candida albicans estd fundalmentamente relacionada a alguns fatores de
viruléncia, como a aderéncia, a producdo do tubo germinativo, a hidrofobicidade da superficie
celular, a variacdo fenotipica (switching) e a producdo de enzimas extracelulares (lipases e

proteinases) (Sudberry et al., 2004).

Tumbarello et al. (2012) identificou dois fatores de risco que foram especificamente
relacionados a formagao de biofilme: sondagem vesical e diabetes mellitus. A hiperglicemia
pode favorecer a adaptacdo e consequente formacdo de biofilme, uma vez que a glicose é a
fonte de carbono utilizado para producdo da matriz de polissacaride de comunidades

organizadas.

O estudo de formacdo de biofilme esta estritamente ligado a alta resisténcia as drogas
antimicrobianas. Normalmente, devido a resposta refrataria dos antifingicos, os dispositivos

infectados devem ser removidos para que se alcance a cura da infecgdo. Para alguns
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dispositivos, a remocdo requer uma grande cirurgia e exple 0s pacientes a riscos
significativos, o que pode representar um importante desafio médico (Kunamoto; Vinces,
2005).

Entre as hipoteses de resisténcia dos biofilmes aos antifingicos estdo: a matriz extracelular
impede o acesso do medicamento as células fungicas (Ramage et al., 2002); aumento da
expressao de genes codificadores de bombas de efluxo da droga (Sanglard et al, 2002; White
et al, 1998) e a mudanca no padrdo de composicdo dos esterdis de membrana nas células
fangicas (Mukherjee et al., 2003).

Dos antifingicos existentes, os azolicos sdo os mais largamente utilizados na prética clinica,
principalmente o fluconazol. O novo azélico, voriconazol, apresenta ainda maior espectro de
atividade e pode ser utilizado para aquelas infeccdes refratario ao fluconazol (Maertens, 2004;
Cannon; Kerridge, 1998). A anfotericina B (desoxicolato) tem sido considerada um dos
agentes antifungicos mais eficientes para uso sistémico; porém, a toxicidade, sobretudo a
nefrotoxicidade, tem restringido sua utilizacdo (White; Marr, 1998), apesar de apresentar
baixissima toxicidade em RNs. A anfotericina B lipossomal é uma formulacdo com

nefrotoxicidade reduzida, porém seu uso € limitado por seu alto custo.

Shuford et al.(2007) em seu estudo de avaliagdo da eficacia de varias drogas contra biofilmes
formados por C. albicans mostrou que anfotericina B apresentou atividade contra biofilmes
maduros, porém a toxicidade desta droga, em altas concentracdes, limita sua utilizacdo na
pratica clinica. O voriconazol, em contrapartida, ndo reduziu a atividade metabdlica de células
sésseis de C. albicans em biofilmes maduros de forma confidvel, mesmo em concentracGes

elevadas.

O presente estudo justifica-se pela necessidade de se conhecer as incidéncias de candidemia
do HUCAM e perfil de inibicdo de biofilme pelas drogas anfotericina B e voriconazol dos
isolados testados, uma vez que fatores ambientais e variagdes geograficas podem influenciar

incisivamente nos resultados obtidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar um levantamento prospectivo de casos de candidemia no HUCAM e avaliar o efeito
potencial da anfotericina B e do voriconazol na inibicdo da formacdo de biofilmes pelas

espécies de Candida isoladas.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a frequencia de candidemia no HUCAM.

e Determinar a frequéncia das infeccdes fungicas causadas por Candida albicans em

relacdo as outras espécies de Candida e em relacdo as infeccBes bacterianas.

e Avaliar o potencial efeito da anfotericina B e do voriconazol na inibicdo in vitro de

formacdo de biofilme pelas espécies isoladas.

e Comparar este efeito inibitdrio entre as diferentes espécies de Candida e em relacdo ao
material clinico analisado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Género Candida

O género Candida pertence ao reino Fungi. Ja foram descritas mais de 200 espécies, sendo
que somente 10% destas, estdo relacionadas a infeccdo em humanos.(Eggimann; Garbino;
Pittet, 2003).

Candida spp. € um organismo pleomorfico. Apresenta, predominantemente, desenvolvimento
unicelular e normalmente se reproduz por brotamento - blastoconideo. Mesmo que rara, a
reproducdo assexuada, é feita atraves de ascorospéros. Desta forma hd uma maior

variabilidade genética para as espécies do género. (Sudberry et al., 2002).

Candida, assim como outros fungos, sdo organismos eucarioticos e possuem parede celular
bem definida, composta por uma camada de polimero de manose, a manana, que junto a
proteinas € chamada de manoproteina, uma camada denominada glucana, composta por
polimeros de glucanas com B-1,3-D-glucanas, B-1,6-D-glucanas, de quitina (polimero de
acetilclicosamina) e de uma pequena quantidade de proteinas e lipidios. A membrana
plasmética é muito semelhante & membrana humana, tendo dupla camada fosfolipidica com

varios tipos de esterois, onde o principal é o ergosterol (Akpan; Morgan, 2002).

Candida spp. faz parte da microbiota endégena do trato gastrointestinal, podendo ainda
colonizar a pele, as mucosas e cavidade oral. Aproximadamente 80% dos adultos saudaveis
apresentam alguma espécie de Candida no trato gastrointestinal e cerca de 30% das mulheres

apresentam Candida na vagina (Miranda et al., 2009; Edwards Jr., 2000)

Poucas sdo as espécies de Candida capazes de crescer a 37°C e por isso € pequena a
associacdo com colonizagdo em humanos. Mas, espécies comensais podem agir como
patdgenos oportunistas em individuos debilitados. Candida albicans é a espécie mais
envolvida em processos infecciosos nos seres humanos, por ser a espécie mais patogénica
(Edwards Jr, 2000).
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Candida albicans pode se apresentar na forma de levedura (forma esférica ou oval) no estado
saprofitico associada a colonizagdo assintomatica; ou na forma filamentosa (pseudo-hifas e

hifas) observada em processos patologicos (Sudberry et al., 2004).

Hifas verdadeiras sdo compartimentadas por septos transversos, porém sem constricdes nas
junc@es dos septos e, por esta caracteristica, se diferem das pseudo-hifas que sdo as leveduras

alongadas e unidas por contricdes (Willians; Lewis, 2011).

Causar doenga esta mais relacionado ao status imunoldgico do hospedeiro do que aos seus
fatores de viruléncia. Fundalmentalmente, a patogenicidade da Candida albicans esta
relacionada a alguns fatores de viruléncia, como a aderéncia, a producéo do tubo germinativo,
a hidrofobicidade da superficie celular, a variacdo fenotipica (switching) e a producdo de
enzimas extracelulares (lipases e proteinases) (Sudberry et al., 2004).

A aderéncia da C. albicans se faz necessaria para se iniciar sua patogenicidade. As primeiras
interacOes relatadas séo fracas e inespecificas, envolvendo forgas hidrofébicas e eletrostéaticas.
A partir delas sdo formadas interacdes especificas que promovem a adesdo de C. albicans as

superficies epiteliais (Staab et al., 1999).

O crescimentos das hifas come¢a com a formagédo do tubo germinativo. As hifas penetram
mais facilmente que as outras formas, contribuindo para a invasdo de tecidos e em corrente
sanguinea pelo fungo. Esta acdo é potencializada pela producdo de enzimas extracelulares.
(Kunamoto; Vinces, 2005).

Entre as enzimas mais importantes para a patogenicidade de C. albicans estdo: as aspartil-
proteases secretadas (SAP), que clivam proteinas essenciais para a defesa do organismo
hospedeiro, degradam queratina e colageno (Naglik et al., 2004) e as fosfolipases, que
degradam a membrana da celula hospedeira, levando a lise celular e morte (Willians; Lewis,
2011).

Switching, que ¢é a habilidade que Candida spp. tem de alterar seu fen6tipo, adaptando-se ao
microambiente - permite um mecanismo de evasdo da resposta imune do hospedeiro

(Morschhauser, 2010; Soll, 2009). Esta caracteristica também ¢é responsavel pela aparente
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dissonancia entre os resultados encontrados as vezes “in vitro” daqueles encontrados “in vivo”

em relacéo aos fatores de viruléncia do fungo (Soll, 2009).

3.2 As espécies de maior interesse médico

Candida albicans: Espécie mais patogénica, apresentando forte aderéncia a mucosa e alta
producdo de enzimas extracelulares de degradacdo (Rinaldi, 1993). Como consequéncia dessa
viruléncia, é a forma fangica mais representativa de doencas nosocomiais (Becker et al.,

2010) e responsavel por grande parte dos episddios de candidemia (Wissing et al., 2013).

Candida glabratra: Representa 5 a 14% dos episddios de candidemia (Alonso-Valle et al.,
2003; Colombo et al., 2006; Oeser et al.,2013).

Espécie mais relacionada com episodios de candidemia em adultos (Oeser et al.,2013). Os
fatores de risco mais associados a esta espécie sdo: transplante de drgdos, insuficiéncia renal,
tumores solidos, profilaxia antifingica — fluconazol - e procedimentos intensivos (Moran et
al., 2010).

Tem a taxa de mortalidade entre as mais elevadas atribuidas as espécies de Candida, variando
entre 40 a 70 % (Alonso-Valle et al., 2003; Moran et al., 2009).

Candida tropicalis: Assim como C. albicans, esta espécie apresenta boa aderéncia a mucosa,
capacidade de formar biofilme, e alta atividade secretdria de lipases e proteinases e boa
capacidade de disseminacao (Rinaldi, 1993).

E uma das espécies de CNA mais isolada ao redor do mundo, corresponde cerca de 70% deste
grupo. Os fatores de riscos mais associados sdo principalmente: admissdo em unidades
intensivas de tratamento (UTI), cancer, cateter venoso central (CVC) e antibidtico de amplo

espectro (Negri et al, 2012).

Candida Krusei: apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol e, certas vezes, baixa
suceptibilidade a anfotericina B (Ricardo et al., 2011), por isso também tem sido reportada em

pacientes que receberam profilaxia com terapia antifungica (Schuster et al.,2012).
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Ocorre geralmente em pacientes neutropénicos, com cancer ou infectados pelo virus da
imunodeficiéncia (HIV) (Almirante et al., 2005).

A mortalidade atribuida por esta espécie é cerca de 40% (Gudlaugsson et al., 2003; Schuster
et al.,2012).

Candida parapsilosis: espécie ndo-albicans mais comum em candidemias de criancas,

principalmente em recém-nascidos (RNs) (Ortega et al, 2011).

Oeser et al,(2013) estudou as candidemias mais freqlientes em cada idade, desde o nascimento
até a infancia e constatou que C. parapsilosis é mais isolada de RN com mais de duas

semanas de vida.

Os fatores de risco mais associados a esta espécie sdo Nutricdo Parenteral Total (NPT) e
CVC. C. parapsilosis tem a menor taxa de mortalidade do género (Gudlaugsson et al., 2003;
Ortega et al., 2011). Tem sido relatada infeccdo horizontal por C. parapsilosis em UTI
pediatrica (Miranda et al., 2012).

3.3 Fatores de risco para candidemia:

Em adultos, os grupos que tém mais se destacado em apresentar infeccbes nosocomiais
causadas por Candida spp sdo: pacientes severamente imunodeprimidos, receptores de
transplante de Orgdos ou medula 0ssea, portadores de neoplasias, pacientes neutropénicos
como consequéncia de terapia quimioterapica; e aqueles submetidos a grandes cirurgias ou
procedimentos invasivos. (Alonso-Valle et al., 2003; Almirante et al., 2005). A maioria dos
fatores de riscos que foram citados esta direta ou indiretamente envolvida com os avangos da

medicina referente a novas tecnologias e novas terapias.

As infeccdes fangicas por Candida spp em RNs sdo mais provaveis de ocorrer em prematuros
e de muito baixo peso (MBP), admitidos em unidades de terapia neonatal (UTIN). Além
disso, na maioria das vezes, outros fatores se associam a medida que se aumenta a

permanéncia na unidade de servico de saude. Baixa pontuacdo do score APGAR,
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malformagdes congénitas e NPT séo fatores de risco mais associados a esta faixa etaria (Oeser
et al., 2013; Almirante et al., 2005; Colombo et al., 2006).

3.4 Mortalidade

Apesar da incidéncia relativamente baixa, a taxa de mortalidade bruta devido a candidemia é
alta, entre 40 e 70%. Ha grande variagbes na taxa bruta de mortalidade, refletindo,
principalmente, a gravidade das doengas subjacentes, sendo menor em criangas (Eggiman;
Garbino;Pittet, 2003; Gudlaugsson et al., 2003; Yang et al.,2008)

De acordo com Blyth et al. (2007) em estudos publicados na Gltima década, as taxas de

mortalidade em criancas com candidemia varia de 19% a 31%.

Tumbarello et al. (2012), relatam que a taxa de mortalidade foi mais alta para aquele grupo
com isolados capazes de formar biofilme, comparados ao grupo cujos isolados de candidemia
ndo eram formadores de biofilme. Destacando que ndo sé a mortalidade foi mais alta, como

também, o tempo de hospitalizacdo e o custo do tratamento

3.5 Panorama da candidemia de origem nosocomial no mundo

As taxas de candidemia variam geograficamente, isto é, existem diferencas na epidemiologia
de candidemia entre diferentes paises. A importancia destes estudos se da pela necessidade
de conhecer e monitorar tendéncias de incidéncia, distribuicdo de espécies e perfil de

suceptibilidade a antifungicos (Colombro et al., 2006).

InfeccBes de corrente sanguinea por fungos tém sido destacadas gragas ao crescente nimero
de casos de candidemia, que é considerada a quarta maior causa deste tipo de infecgdo (Pfaller
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et al., 1998; Fraser et al., 1992; Pfaller et al, 2010b). Hoje, com tantos avangos diagndsticos e
terapéuticos, varios fatores favorecem o aparecimento de uma populagdo com alto risco para
infeccOes oportunistas: pacientes transplantados, onco-hematoldgicos, queimados, pacientes
cirurgicos, recém-nascidos prematuros, imunodeprimidos, entre outros (Beck-Sagué; Jarvis,
1993).

Candidemias sdo responsaveis por 8% a 15% de todas as infec¢bes da corrente sanguinea
nosocomiais nos Estados Unidos (Wisplinghoff et al, 1980). Estudos realizados na década de
1980 estimaram um aumento de 5 vezes dos casos de candidemia durante essa década
(Banerjee et al., 1991). Zilberberg et al. (2008) relatam um aumento de 50% na incidéncia de

candidemia nos Estados Unidos no periodo de 2000 a 2005.

Lee et al. (2011) relatam que, em Taiwan, durante o ano de 2009, Candida spp. foi o patdgeno

mais comum em infeccdes hospitalares entre as UTIs estudadas.

Na Europa, segundo Voss et al. (1996) a incidéncia de infec¢bes de corrente sanguinea por
Candida dobrou entre 1987 e 1995, na Holanda. As taxas de candidemia, entretanto,
mantiveram-se inalterada entre 1991 e 1996, na Noruega, e entre 1991 e 2000, na Suica
(Marchetti et al., 2004; Sandven et al., 2006). Ainda na Europa, a Islandia registrou um
aumento anual de incidéncia de candidemia no periodo de 1980 a 1984 e entre 1995 e 1999
(Asmundsdottir et al.,2002) e na Finlandia também foi registrado um aumento de incidéncia
por infeccdes de corrente sanguinea por Candida, principalmente em idosos e RNs (Poikonen
et al., 2003).

Um estudo populacional realizado na Espanha entre 2002 e 2003, por Almirante et al. (2005),
demonstrou uma incidéncia global de 4,3/100.000 habitantes com maior incidéncia em faixas
etarias extremas: RNs (38,8/100.000 habitantes) e idosos (12/100.000 habitantes).
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Bassetti et al.(2006) avaliaram os casos de candidemia no periodo de 1999 a 2003, entre
pacientes internados em uma UTI da Itdlia e encontraram uma incidéncia global de
2,22/10.000 pacientes-dia, mas destacaram um aumento da incidéncia durante o periodo
estudado de 1,5 para 3,6/10.000 pacientes-dia.

Ainda que C. albicans seja uma espécie frequentemente reportada na etiologia das infeccdes
nosocomiais, observa-se nos Ultimos anos uma tendéncia para o predominio de CNA (Alonso-
Valle et al., 2003; Bassetti et al., 2006).

Observou-se um decréscimo de candidemia de origem nosocomial por C. albicans e aumento
de ICS por C. glabrata, nos EUA. Esta espécie € a CNA mais frequentemente isolada nos
casos de candidemia nos Estados Unidos (Pfaller et al., 2001; Gulaugdsson et al., 2003), o que
ndo ocorre em paises da América Latina, da Europa e no Canada onde C. parapsilosis e C.
tropicalis sdo mais frequentes (Pfaller et al., 2001; Blot et al., 2002; Alonso-Valle et al., 2003
e Colombo et al., 2003).

Poucos estudos tém como base populacional central as criangas. Segundo Oeser et al. (2013)
na Inglaterra e no Pais de Gales, a incidéncia média anual de candidemia durante a infancia
foi de 1,52/100.000 pessoas-ano, no periodo de 2000 a 2009. Em seu estudo, a incidéncia de
candidemia infantil aumentou entre 2000 e 2007, uma tendéncia que tem sido observada nos
paises mais desenvolvidos ao longo dos ultimas 2 décadas, o que pode refletir um aumento
global das populagdes de risco para candidemia e melhores taxas de sobrevivéncia para

prematuros de extremo baixo peso.

Taxas de candidemia em RN no Reino Unido sdo geralmente menores do que as relatadas nos
Estados Unidos. Entre 2003 a 2004, por exemplo, um estudo da Unidade de Vigilancia
Pediatrica Britanica relatou taxas de candidemia de 2,1% (IC 95% 1,7-2,6) entre os RNs de
extremo baixo peso (<1000 g), com idade inferior a 3 meses, no Reino Unido e na Irlanda
(Clerihew, Lamagni, Brocklehurst, 2006).
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Estes dados contrastam com um estudo conduzido por Benjamin et al.(2010) que relata
incidéncia de 9% entre os RNs de extremo baixo peso, com idade inferior a 120 dias, no
Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human Development

Neonatal Research Network, no periodo de 2004 a 2007.

Candida parapsilosis apresenta uma prevaléncia significativamente em recém-nascidos,

maior do que em outras populacdes em risco (Bliss et al., 2012).

3.6 Panorama da candidemia de origem nosocomial no Brasil

O Brasil apresenta uma frequéncia de estudos de epidemiologia de candidemia bem menor,
comparados ao Estados unidos ou paises da Europa. Podemos ver, entretanto, que Candida

Spp. aparece como importante agente etiologico das ICSs.

Segundo Colombo et al. (2006), Candida spp. foi o quarto microorganismo mais
frequentemente isolado de hemoculturas, precedido por estafilococos coagulase-negativo
(11,97/1.000 admissbGes e 1,62/1.000 pacientes-dia), Staphylococcus aureus (7,31/1.000
admissbes e 0,99/1.000 pacientes-dia) e Klebsiella pneumoniae (2,92/1.000 admissdes e
0,40/1000 pacientes-dia).

Semelhantemente, Chang et al. (2003), através de um estudo conduzido no Hospital
Universitario do Mato Grosso do Sul, constataram que Candida spp. foi o quinto patdgeno

mais comum de infec¢cdes nosocomiais.



27

Pereira et al (2010) destaca também em seu estudo de cinco anos de avaliacdo de candidemia
em um hospital terciario de S&o Paulo, que C. albicans foi a espécie mais prevalente nos

pacientes pediatricos.

Marra et al., (2011) em estudo mais recente que abrangeu 16 hospitais de todas as regides do
Brasil e 2.563 pacientes, no periodo de julho de 2007 a marco de 2010, identificaram Candida

spp. como sendo 0 sexto microrganismo mais comumente isolado nas UTIs.

Em relacdo a distribuicdo das espécies, a maioria dos estudos mostrou que as especies nao-
albicans foram responsaveis por mais de 50% cos casos de candidemia, sendo mais
representativas as espécies C. tropicalis e C. parapsilosis. C. glabrata apresentou baixa
incidéncia na maioria dos estudos, confirmando o conceito de que seja mais rara no Brasil
(Colombo et al., 1999; Colombo et al., 2006; Sampaio-Camargo et al., 2010; Aquino et al.,
2005; Marra et al.,2011; Chang et al. 2003; Matta et al. 2006).

Um recente estudo de Bonfietti et al. (2013) confirma esses dados ao mostrar que a incidéncia
de Candida ndo-albicans foi de 56%, sendo que C. tropicalis e C. parapsilosis juntas

totalizaram 47%.

As taxas de mortalidade foram altas e ndo diferiram daquelas encontradas em outras regioes
do mundo, variando em torno de 50% (Colombo et al., 1999; Colombo et al., 2006; Chang et
al., 2003).

H& de se destacar as elevadas taxas de mortalidade bruta observada para C. tropicalis e C.
albicans e a menor para C. parapsilosis, semelhantemente a estudos realizados em outros
paises (Colombo et al., 1999; Miranda; Rodrigues; Costa, et al., 2012; Chang et al., 2003;
Bonfietti et al., 2013).
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Um estudo de Xavier et al. (2008), abrangeu casos de candidemia de RNS, em uma UTIN de
um hospital publico do Mato Grosso do Sul. Pode-se constatar que Candida albicans foi a
espécie mais prevalente, seguida por C. parapsilosis e que a mortalidade encontrada foi de

76%, namero relativamente alto devido as demais complicacdes apresentadas pelos neonatos.

3.7 Biofilmes

O biofilme é a forma de crescimento bacteriano mais comum na natureza. Destaca-se,
também, por sua importancia em infecc@es clinicas, especialmente devido a alta resisténcia a
antimicrobianos que lhe é associada (Chandra et al., 2001; Xu et al., 2006). Pode ser
considerado como uma comunidade tridimensional de microorganismos que estdo embutidos
em uma matriz de polissacarideos e proteinas e ligados a uma superficie (Kunamoto; Vinces,
2005; Ferreira et al., 2009; Blankenship; Mitchell, 2006).

Sdo imensos 0s numeros de cateteres (vasculares e urinarios) e proteses artificiais utilizadas
anualmente nos Estados Unidos e, sabe-se que cerca de 10% das infeccdes ligadas a esses

dispositivos séo devido a Candida spp (Kojic; Darouiche, 2004).

Segundo Uppuluri et al., 2010, leveduras, principalmente Candida albicans, séo a terceira
causa de infeccdes relacionadas a cateter intravascular, através da formacéo de biofilme. Este
serve como reservatorio do fungo, liberando constantemente células fangicas na corrrente
sanguinea, de onde podem ganhar acesso a sitios a distancia e causar infec¢es metastaticas e

varios 6rgaos.

A formacéo do biofilme de Candida spp. é descrita como um processo gradual que se inicia
com a adesdo a uma superficie que pode ser viva (tecido do hospedeiro) ou abidtica (cateteres,
implantes, proteses e outros). A adesdo inespecifica de C. albicans a uma determinada
superficie é iniciada atraves de interacdes fracas e reversiveis envolvendo forcas hidrofobicas

e eletrostaticas (Cotter; Kavanagh, 2000).
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As proteinas ALS (aglutinina-like sequence) sdo consideradas excelentes candidatas a
adesinas de biofilme (Blankenship; Mitchell, 2006), uma vez que ha aumento da expressao de

varios genes de ALS, durante sua formacdo (Green et al., 2004).

O fator de transcricdo Ace2 (ativacdo de CUP1 expressdo 2) também é necessario para a
formacéo de biofilme. Um ace2 mutante tem um defeito na aderéncia e € incapaz de producéo

de um biofilme confluente in vitro (Kelly et al., 2004).

A formacédo de biofilmes envolve um complexo fendmeno de adesdo. A identificacdo dos
genes que sdo mais provaveis de estar envolvidos na aderéncia e a disponibilidade de
mutantes resultantes de delecdo destes genes permitem um estudo mais abrangente deste
assunto (Blankenship; Mitchell, 2006).

O segundo passo na formacdo de biofilmes por Candida spp. é a fase de filamentagdo e
proliferacdo, na qual sdo formadas multiplas camadas de células sésseis de diferentes
morfologias, incluindo hifas e pseudo-hifas. A arquitetura em camadas observadas tanto em in
vitro quanto in vivo, sugere que a diferenciacdo morfoldgica para produzir hifas, desempenha
um importante papel na maturacdo do biofilme (Blankenship; Mitchell, 2006; Baillie e
Douglas, 2000). Portanto, a maturagdo do biofilme resulta em uma rede complexa de células
incorporadas em material extracelular polimérico, composto de carboidratos, proteinas,
hexosamina e acido urdnico, bem como constituintes do hospedeiro em ambientes naturais
(Al-Fattani e Douglas, 2006), porém uma grande parte da matriz extracelular permanece nao
identificada (Blankenship e Mitchell, 2006).

Uma vez atingida a maturacdo, ocorre no biofilme uma série de alteracbes na forma de
crescimento e cooperagdo fisiologica entre as células (Costerton et al., 2003). Existem
evidéncias de que as células fungicas do biofilme sdo capazes de coordenar suas atividades
através da liberacdo de fatores de sinalizacdo e de responder a estes sinais. Quorum sensing
descreve um amplo conjunto de fendmenos em que células sdo orquestradas por sinalizacdo

por tais moléculas segregadas, dirigindo, por exemplo, a taxa de crescimento, o
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desprendimento do biofilme, a viruléncia e a resisténcia antimicrobiana (Keller; Surette,
2006). Em se tratando de biofilmes de Candida, o fator quorum sensing Farnesol (3,7,11-
trimetil-2, 6,10 - dodecatriene-1-ol) e tirosol (2 - [4-hidroxifenil] etanol) foi identificado como
inibidor do desenvolvimento de hifas (Shchepin et al., 2003). Uma hipdtese simples desta
funcgéo do Farnesol é que a inibi¢do na formac&o das hifas contribui para disperséo das células
do biofilme (Schuster et al. 2012), o que desempenha um papel fundamental no ciclo de
desenvolvimento do biofilme e se associa a candidemia e doencas invasivas (Uppuluri et al.,
2010).

Tumbarello et al. (2012) estudou os principais fatores de risco associados a formacdo de
biofilme. No presente estudo foram identificados dois fatores de risco que foram
especificamente relacionados a formacdo de biofilme: sondagem vesical e diabetes mellitus.
A hiperglicemia pode favorecer a adaptacdo e consequente formacdo de biofilme, uma vez
que a glicose é a fonte de carbono utilizado para producdo da matriz de polissacaride de

comunidades organizadas.

3.7.1 Biofilme e antifngicos

N&o se estuda biofilme sem mencionar a importante caracteristica que é a alta resisténcia as
drogas antimicrobianas. Normalmente, devido a essa resposta refrataria, os dispositivos
infectados devem ser removidos para que se alcance a cura da infecgdo. Para alguns
dispositivos, a remocdo requer uma grande cirurgia e expde 0S pacientes a riscos
significativos, o que pode representar um importante desafio medico (Kunamoto; Vinces,
2005).

Sdo varias as hipoteses que tentam explicar porque as células do biofilme sdo mais resistentes
a drogas do que as células planctdnicas. A primeira a ser tratada é a idéia de que a matriz
extracelular proiba o acesso do medicamento as células fungicas. Isto parece improvavel, uma
vez que Ramage et al (2002) demonstraram que mesmo mutantes formando biofilmes

defeituosos sdo igualmente resistentes ao fluconazol e anfotericina B, como as cepas
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selvagens. Al-Fattani e Douglas (2004) fortaleceram esta hipdtese ao descrever um modelo de
filtracdo biofilme e ao descobrirem que antifingicos podem se difundir facilmente através de

biofilmes maduros de C. albicans.

Outra hipotese a ser considerada é que a resisténcia aos medicamentos em biofilmes é devida
ao aumento da expresséo de genes codificadores de bombas de efluxo de droga, explicando a
aquisicdo inicial de resisténcia a droga (White et al, 1998; Baillie e Douglas, 1999; Sanglard
et al, 2002; Kunamoto e Vinces, 2005; Blankenship e Mitchell, 2006;). Mukherjee et al.
(2003) testaram o efeito da delecéo de todos os trés genes codificadores de bomba de efluxo
(dcdrllAcdr2lAmdrl) na resisténcia a antifingicos, em diferentes fases de desenvolvimento
do biofilme de C. albicans. Foi sugerido que as bombas de efluxo sdo diferencialmente
expressas nas varias fases formacao de biofilme e estas bombas contribuem para a resisténcia
associada ao inicio da formacao do biofilme, mas ndo durante as fases posteriores, quando ja

esta maduro.

Héa ainda a hipotese de que a mudanca no padrdo de composicdo dos esterdis de membrana,
nas células fungicas, pode explicar a resisténcias a drogas como anfotericina B e az6licos, que
tem como alvo terapéutico o ergosterol de membrana. Mukherjee et al. (2003) analisaram
esterdis total da membrana celular de células planctonicas e sésseis (de biofilmes) por
cromatografia em fase gasosa. Os niveis de ergosterol nas células obtidas do biofilme foram
maiores nas fases intermediarias e maduras em relagéo a fase inicial, sugerindo que este possa
ser 0 mecanismo de resisténcia aos antifangicos em fases mais maduras de desenvolvimento

do biofilme de C. albicans.

Nailis et al. (2010) mostraram que a exposi¢do de biofilme maduros de C.albicans a altas
concentracdes de drogas antifingicas resultou em aumento droga-especifico na expressédo de
genes. Exposicéo a fluconazol levou a aumento na expresséo de genes (ERG1, ERG3, ERG11
e ERG25), codificadores de enzimas envolvidas na biosintese do ergosterol, esterol de
membrana celular flngica enquanto o tratamento com anfotericina B aumentou a expresséo

de genes (KRE1 e SKN1) envolvidos na biosintese de beta 1-6 glucanas, polimero de parede
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celular fungica. Concluiram que estes efeitos podem contribuir com o fenétipo de resisténcia

a antifingicos.

Entre os antifungicos existentes, os azolicos sdo os mais largamente utilizados na préatica
clinica, principalmente o fluconazol. Este antifangico triazélico apresenta largo espectro de
acdo, com perfil farmacocinético favoravel, boa disponibilidade, baixa toxicidade e
apresentacBes para administracdo oral e endovenosa. E utilizado no tratamento de infecgdes
por varias espécies de Candida e outros fungos. Entretanto, espécies resistentes a esta droga
tém limitado a sua utiliza¢do. O novo triazélico voriconazol apresenta ainda maior espectro de
atividade e pode ser utilizado para aquelas infecgdes refratario ao fluconazol (Maertens, 2004;
Cannon; Kerridge, 1998).

Os azolicos agem interferindo na sintese do ergosterol, através da inibicdo da enzima
lanosterol 14-a-desmetilase, codificada pelo gene ERG11. Esta enzima converte lanosterol a
ergosterol e o truncamento desta via favorece o aparecimento, na membrana citoplasmatica,
de precursores do ergosterol, que sdo considerados toxicos (Cuenca-Estrela et al., 2002). O
ergosterol da membrana plasméatica é importante na fluidez, na permeabilidade, na
estruturacdo da morfologia celular, na atividade enzimatica e na progressdo do ciclo celular
(Cannon; Kerridge, 1998; Daum et al., 1998).

Vérios azolicos vem sendo desenvolvidos, dentre eles o posaconazol, ravuconazol,
albaconazol e isavuconazol (Pasqualotto; Denning, 2008). Tobudic et al. (2010), ao estudar
diferentes combinac@es de antifungicos contra biofilme formados por C. albicans constatou
que a acdo combinada de anfotericina B e posaconazol foi sinérgica, isto €, apresentou melhor
resultado, se comparada a ac¢éo das duas drogas separadamente. Chatzimoschou et al. (2011)
também apresentaram resultados de sinergismo destas duas medicag¢Ges contra biofilme de

Candida albicans.

Os poliénicos, como a anfotericina B, apesar de pertencerem a outra classe de antifingicos
também apresentam o ergosterol como alvo terapéutico. Estas drogas, contudo, agem no
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ergosterol ja localizado na membrana plasmaética, formando poros através dos quais
componentes celulares — principalmente ions potassio — vazam e destroem o gradiente de
prétons, o que leva a morte celular. A anfotericina B (desoxicolato) tem sido considerada um
dos agentes antifungicos mais eficientes para uso sisttmico; porém, a toxicidade, sobretudo a
nefrotoxicidade, tem restringido sua utilizagdo (White; Marr, 1998). Por isso, nestes casos,
opta-se por formulagdes lipidicas de anfotericina B, que sdo menos nefrotoxicas que a
formulacdo de desoxicolato. Além desta indicacdo, estas formulacbes podem substituir a
forma de desoxicolato caso o tratamento com este tipo de anfotericina ndo tenha sucesso,
mesmo em doses acima de 500 mg ou caso ocorra reagdes adversas graves relacionadas a
infusdo (Rex et al., 2000). Entretanto, o custo de um tratamento com anfotericina B

lipossomal, por exemplo, € muito superior se comparada a anfotericina desoxicolato.

Ha varios protocolos para escolha de tratamento de candidemia em neonatos. Pappas et al.
(2004) preconiza fluconazol e anfotericina B para esta faixa etaria, com duracéo de tratamento
de 14 dias apds a ultima hemocultura positiva e resolucées dos sinais e sintomas. Kohli et al.
(2008) reportou uma série de casos de emprego de voriconazol em RNs com doencas
cardiacas e candidemias associadas. N&o foi observado nenhuma interacdo medicamentosa ou
efeitos colaterais provenientes da terapia antifungica. Os autores destacaram além da
seguranca no uso deste antifingico em RNs, a vantagem significativa do custo do tratamento

comparado com anfotericina B lipossomal.

Uppuluri et al. (2011) em seu estudo sobre terapia antifingica continua para avaliacdo da
terapia contra as células de dispersdo do biofilme relata que a anfotericina B foi o farmaco
que mais inibiu a formacédo de biofilme. A terapia continua com 4 pg/ml de anfotericina B
resultou em mais de 50% de inibicdo das células do biofilme. Se esta concentracdo
aumentasse para 16 pg/ml, a inibigdo subiria para 80%. Essas concentragdes, porém, sdo

consideradas toxicas.

Um estudo conduzido por Shuford et al.(2007) para avaliacdo da eficicia de vérias drogas
contra biofilmes formados por C. albicans, mostrou que anfotericina B apresentou atividade

contra biofilmes maduros, porém a toxicidade desta droga, em altas concentraces, limitaria
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sua utilizacdo na prética clinica. O voriconazol, em contrapartida, ndo reduziu a atividade
metabdlica de células sésseis de C. albicans em biofilmes maduros de forma confidvel,

mesmo em concentracdes elevadas.

Kuhn et al. (2002) testaram uma série de antifingicos contra biofilme de Candida: fluconazol,
nistatina, clorexidina, terbinafina, anfotericina B (desoxicolato), voriconazol, ravuconazol,
anfotericina B (lipossomal) e caspofungina; e constatararam que apenas as duas Ultimas

drogas mostraram atividade contra biofilme.
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4 METODOS

4.1 Local de estudo

O hospital incluido no presente estudo foi o Hospital Universitario Cassiano Antdnio de
Moraes (HUCAM). E um hospital terciario com 255 leitos, 40 deles em UTI. E considerado o
maior hospital do Espirito Santo em numero de atendimentos, sobretudo os de alta
complexidade. InformacBes sobre o nimero total de admissdes e de pacientes-dia, na UTI e
UTIN do HUCAM para o célculo das incidéncias de candidemia foram fornecidas pelo setor

de estatistica do hospital.

4.2 Microrganismos

Foram utilizados 32 isolados clinicos provenientes do laboratério de microbiologia do
HUCAM, obtidos de sangue, urina e ponta de cateter, representando diferentes espécies de
Candida: Candida albicans(25%), Candida parapsilosis (40,6%), Candida tropicalis (22%),
Candida guilliermondii, (6,2%), Candida lusitaniae (3,1%), Candida haemulonii (3,1%),
sendo que, para facilitar a andlise de inibicdo de formacdo de biofilme, as trés dltimas

espécies foram incluidas no grupo “outros”.

Nos experimentos de biofilme foi também utilizada a cepa padrdo de Candida albicans da
American Type Culture Collection (ATCC®) nimero 90028, como controle positivo. Cepa

sabidamente produtora de biofilme.

Os isolados foram identificados pelo sistema automatizado VITEK 2® (BioMérieux).
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4.3 Meios de Cultura

O meio utilizado para os testes de microdiluicdo em caldo foi 0 RPMI-1640 (com glutamina,
sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol) tamponado em MOPS [4cido 3- (N-
morfolino) propanossulfénico]. Os meios utilizados para a semeadura prévia aos ensaios

foram o &gar Sabouraud Dextrose (ASD) e o caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD) (Anexo 1).

4.4 Drogas antifungicas

As drogas testadas, Anfotericina B e Voriconazol (Sigma-Aldrich), foram compradas na
forma de pé e solubilizadas em DMSO para obtencdo de solucdo estoque. Posteriormente,
estas solucdes foram diluidas em meio RPMI 1640 (Gibco BRL) para obtencdo das
concentragdes: Anfotericina B de 0,25 a 128 pg/ml e Voriconazol de 0,125 a 16 pg/mL. As
diluicbes das drogas foram distribuidas de modo que 100 pL de cada concentracdo fossem

depositados em pocos de placas de microdiluicdo de 96 pogos em concentracdes decrescentes.

4.5 Biofilme

4.5.1 Preparo do indculo

O preparo do indculo foi realizado segundo Pierce et al. (2008) com algumas modificaces.
Antes de cada ensaio, os isolados foram cultivados em ASD a 37° C por 24 horas. Com
auxilio de alca bacterioldgica foram coletadas cerca de 5 colonias (com aproximadamente 1
mm de diametro), inoculadas em baldo contendo 20mL de caldo YPD e cultivadas em
incubadora orbital com 120 rpm a 35°C por 18 horas (overnight). Ao fim das 18 horas de
crescimento, as células foram submetidas a um processo de lavagem em que a suspensao foi
centrifugada durante 5 minutos a 3000 rpm. Apds remogédo do sobrenadante, as células foram
lavadas 2 vezes com PBS (solugdo salina tamponada) gelado. O “pellet” foi ressuspendido em

meio RPMI 1640 pré-aquecido a 37°C de modo a se obter uma suspensdo com concentracao
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final de 1.0 x 106 células/mL, equivalente & densidade dptica (DO) de 0,1, ajustada em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 600 nm.

4.5.2 Formacao de biofilme

A capacidade de inibigdo de formagdo de biofilme dos medicamentos testados foi avaliada
nos isolados clinicos (Anexo 2). Apds o preparo das placas com as drogas a serem testadas,
foram colocados 100 pL do indéculo em microplacas com 96 pogos, tendo como controle
negativo 200 pL de RPMI 1640 e como controle positivo a cepa padrdo ATCC® 90028.
Foram utilizados 32 isolados clinicos nos testes de formacdo de biofilme. As placas foram
seladas e incubadas em estufa a 35°C por 24 horas. Todos 0s ensaios foram realizados em
duplicata.

Apos o periodo de incubacgdo, o meio foi aspirado cuidadosamente e os pocos foram lavados 3
vezes com 200 pL de PBS estéril para remover as células ndo aderidas. As microplacas foram
invertidas sobre papel toalha para remover o excesso de liquido, e depois foram deixadas por
20 minutos a temperatura ambiente para secar. A seguir foram colocados 200 pL do corante
safranina a 0,1% por 15 minutos. O corante foi descartado e as placas foram lavadas por
imersdo em agua destilada, e deixadas por 1 hora a temperatura ambiente para secar. Para
solubilizar o corante aderido, foram acrescentados 100 puL de alcool-éter 97% (v/v) e 100 puL
de PBS. A leitura da DO foi realizada em leitor de ELISA (Thermoplate Reader) em
comprimento de onda de 492nm. As analises foram feitas em triplicata para cada isolado
analisado (Anexos 3 e 4).

4.5.3 Leituras

O ponto de corte para se estabelecer producao de biofilme foi o valor da subtracao das leituras
da DO do controle positivo (cepa ATCC 90028) pelas leituras da DO dos controles negativos

(branco). O branco foi subtraido do valor de todas as amostras testadas, para excluir o a
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absorbancia do corante safranina. Os isolados que apresentaram valores iguais ou superiores
ao valor encontrado ap6s a subtracdo foram considerados produtores de biofilme; e os que
apresentaram valores inferiores foram considerados como nao produtores de biofilme.

Chamamos de controle o resultado dessa diferenca (controle positivo — controle negativo).

4.6 Analise estatistica dos dados

Para as andlises de inibicdo de formacdo de biofilme foram utilizados : Teste de Wilcoxon,

teste de Sinais e teste de Mann-Whitney.

O teste ndo paramétrico de Wilcoxon analisa quantitativamente a producdo de biofilme pelas
diferentes espécies de Candida spp. atraves da subtracdo das leituras das DOs do controle
positivo (cepa ATCC) das leituras de DOs das demais cepas de Candida spp.testadas gerando
um escore numérico que permite dizer se um isolado é capaz ou ndo de formar biofilme
comparado ao controle (cepa ATCC). Os escores sdo valores absolutos ordenados e atribuidos
as DOs e classificados do menor para o maior valor, desconsiderando o sinal, a principio.
Posteriormente somam-se 0s valores dos escores negativos (leituras onde ndo houve formacéo
de biofilme) com os escores positivos (leituras onde se observou formacéo de biofilme). Para
o0 teste de Wilcoxon pode-se dizer que houve inibicdo da formacdo de biofilme quando os
valores referentes a “inibicao de biofilme” sdo superiores os valores referentes a “formagao de

biofilme” e o resultado ¢ estatisticamente significativo.

Também foi aplicado o Teste de Sinais, que é qualitativo e teve por objetivo mostrar as
leituras onde se observou a formacéo ou ndo de biofilme por espécie de Candida e em cada
concentracdo de droga testada. Para o teste de sinais, valores positivos sdo agqueles nos quais
se observou formagéo de biofilme e negativos sdo aqueles em que se observou inibicdo da
formagéo de biofilme. Pode-se dizer que houve inibi¢do da formagéo de biofilme quando os
valores negativos sdo superiores aos valores positivos e o0 resultado € estatisticamente

significativo.
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Para comparar a producdo de biofilme entre as diferentes espécies de Candida spp., foi
utilizado o teste de Mann-Whitney (Anexos 6 e 7), que se baseia, também, no escores dos

valores de DO e compara duas espeécies entre si.
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5 RESULTADOS

5.1 Ocorréncia de candidemia

No periodo estudado (1° de marco de 2010 a 30 de dezembro de 2012) houve 25.490
internacdes no HUCAM, sendo 632 na UTIN. Nesse periodo foram diagnosticados 103 casos
de candidemia, sendo 9 em neonatos. Para todas as andlises realizadas, os valores de
incidéncia de candidemia na UTIN ndo foram excluidos dos valores do HUCAM, isto é,as
incidéncias mostradas para 0 HUCAM referem-se a todos os setores do hospital, incluindo a
UTIN.

A maior incidéncia de candidemia nosocomial foi registrada na UTIN do HUCAM, com taxas
de 8,6/10.000 pacientes-dia e 14,2/ 1.000 internacGes enquanto que no HUCAM, em geral, as
taxas encontradas foram de 6,9/10.000 pacientes-dia e 4,0/ 1.000 internagOes. (Figura 1).
Apesar do menor numero de candidemia em RNs, a incidéncia de candidemia neste setor foi
mais alta que no HUCAM devido ao menor numero de internagdes na UTIN, o que fez com

que as incidéncias se tornassem mais elevadas neste setor (Anexos 4 e 5).
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Figura 1 — Taxas de incidéncia de candidemia na UTIN e no HUCAM por 1.000 internaces e
10.000 pacientes-dia

Observa-se nas Figuras 2 e 3 que as mais altas taxas de incidéncias de candidemia ocorreram
no ano de 2011. Pode-se perceber também, que as incidéncias na UTIN foram maiores que em
outros setores do HUCAM nos dois ultimos anos estudados. No ano de 2010 n&o foi

registrado caso de candidemia neste setor (UTIN).

——HUCAM
-=UTIN

Incidéncia/1.000 internagoes

0,0
2010 2011 2012
Periodo estudado

Figura 2 — Taxas de incidéncia de candidemia na UTIN e no HUCAM por periodos (por 1.000

internacoes).
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Figura 3 — Taxas de incidéncia de candidemia na UTIN e no HUCAM por periodos (por
10.000 pacientes-dia).

A Figura 4 evidencia que houve um aumento geral do nimero de infeccbes de corrente
sanguinea (ICS) também por outros microrganismos, além de Candida spp., especialmente no
ano de 2011, totalizando 162,6 ICS / 10.000 pacientes-dia e 94,0 ICS / 1.000 admissdes.
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Figura 4 — Taxas de incidéncia de infeccdo de corrente sanguinea no HUCAM por 1.000

internacdes e 10.000 pacientes-dia

Na analise retrospectiva da frequéncia de infeccdo de corrente sanguinea por Candida spp. no
HUCAM desde 2006, pode-se perceber uma tendéncia de aumento do numero de casos,
culminando com maiores incidéncias no ano de 2011 e com reducdo no ano seguinte, mas,
mesmo assim, permanecendo elevadas, acima das incidéncias observadas entre os anos de
2006 a 2010 (Figura 5).
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Figura 5 — Taxas de incidéncia de candidemia na UTIN e no HUCAM por 1.000 internaces e
10.000 pacientes-dia no periodo de 2006 a 2012.

5.2 Etiologia de candidemia

No periodo estudado, foram detectadas 1.808 hemoculturas positivas no HUCAM e a

prevaléncia de Candida spp. foi de 5,7% em relagdo aos demais microrganismos.

Na UTIN, especificamente, no periodo em que se realizou o estudo, houve 91 hemoculturas

positivas e a representatividade de Candida spp. foi de 10%.

Candida spp foi 5° microrganismo mais isolado no HUCAM, no periodo estudado, sendo
precedido por Staphylococcus aureus (261), Staphylococcus epidermidis (203), Klebsiella
pneumoniae (134) e Escherichia coli (123).
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Na UTIN Candida spp. foi o segundo microrganismo mais isolado (12), sendo precedido

apenas por Staphylococcus epidermidis (15).

O ndmero de casos de candidemia no HUCAM devido a Candida albicans mostrou pouca
oscilacdo em sua ocorréncia e foi menos frequente que o0s casos atribuidos as espécies ndo-
albicans (CNA) em todo o periodo de estudo: apenas 19% de C.albicans, frente a 81% de
CNA.

Na UTIN, a frequéncia de candidemia por C. albicans superou a de C. ndo-albicans, 67% e

33%, respectivamente. A Unica espécie ndo-albicans isolada foi C. parapsilosis.

Candida albicans mostrou menor ocorréncia apenas no ano de 2010, mantendo-se estavel em
2011 e 2012 — foi responsavel por 20% das candidemias no HUCAM, neste periodo. A
espécie Candida parapsilosis, nos anos de 2010 e 2011 respondeu pela maior parte dos casos
de candidemia no HUCAM - 61,1% e 48,9%, respectivamente. No ano de 2012, Candida
tropicalis foi a principal espécie causadora de candidemia, com 42,5% de ocorréncia.
Candida krusei ocorreu apenas no ano de 2011, com 2,2% dos casos — apenas 1 caso — e ,
Candida glabrata apareceu nos anos de 2011 e 2012, responsavel por 4,4% e 2,5% dos casos
de candidemia, respectivamente (FIGURA 6).
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Figura 6 — Percentagem de ocorréncia das diferentes espécies de Candida no HUCAM no

periodo estudado.

5.3 BIOFILME

5.3.1 Inibicdo de formacao de biofilme

Foram testados os antifungicos anfotericina B e voriconazol para se avaliar a potencial
atividade destas drogas na inibi¢cdo na formacéo de biofilme, detectado in vitro nos isolados

de Candida spp.

De acordo com a analise estatistica, a anfotericina B apresentou uma relagdo dose-dependente
na inibicdo de biofilme. A Figura 7 traz uma analise conjunta, com todas as cepas testadas em
concentragfes extremas de anfotericina B: 128 pg/mL (linha continua) e 0,5 pg/mL (linha

pontilhada). Pode-se perceber, visualmente, que as absorbancias referentes a 128 pg/mL sdo



47

muito menores e menos dispersas que aquelas referentes a concentracdo de 0,5 pg/mL,

inferindo que a maior concentracdo de anfotericina B diminuiu a formacao do biofilme. .

D.O.
1.0 15

05

0.0

Isolados Clinicos

Figura 7 - Leituras de densidades Gticas para as concentracfes de 128 pg/mL (linha continua)
e de 0,5 pg/mL (linha pontilhada) de anfotericina B.

A atividade do voriconazol diferiu daquela apresentada pela anfotericina B. N&o se observou
uma resposta dose-dependente na inibi¢cdo do biofilme por esta droga. A Figura 8 mostra as
duas concentragfes extremas deste farmaco. As respostas foram praticamente semelhantes,

tanto para 16 pg/mL quanto para 0,125 pg/mL.
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Figura 8 — Leituras de densidades Oticas para as concentracdes de 16 pg/mL (linha continua) e

de 0,125 pg/mL (linha pontilhada) de voriconazol.

Ao se comparar a producdo de biofilme na presenca de diferentes concentracGes de
anfotericina B com a origem do material clinico testado — ponta de cateter, urina ou sangue —
pode-se perceber (Figura 9) que nas maiores concentraces a producdo de biofilme é mais
baixa e a medida que ocorre a diluicdo da droga observa-se maior producéo de biofilme, uma
vez que a mediana distancia-se de zero e as observagOes ganham maior dispersdo. Desta

forma fica evidente que a droga vai deixando de ser eficiente nas baixas concentragdes.
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Figura 9 — Formacdo de biofilme em decrescentes concentracGes de anfotericina B, em

relacdo a origem das amostras clinicas.

Até a 4? concentracdo testada (16 pg/mL), ha indicios de que os isolados de ponta de cateter
sofreram maior acdo da droga. Analisando a partir da 62 concentracdo (4 pg/mL), pode-se
perceber a tendéncia de maior producéo de biofilme pelos isolados de urina, o que ndo pode

ser notado nas concentracdes de anfotericina .

Ao se proceder a mesma andlise para o voriconazol (Figura 10) pode-se perceber que a
producdo de biofilme diminui gradualmente nas primeiras trés concentracfes testadas (16
pg/mL, 8 pg/mL e 4 pg/mL) e parece se estabilizar nas concentracGes seguintes, uma vez que
ndo ha grandes diferencas entre as medianas para as diferentes espécies. Ainda, pode-se
perceber que ha indicios de que o voriconazol seja mais eficaz para os isolados de ponta de
cateter pois a formacdo de biofilme por esse isolados foi menor em todas as concentragdes
analisadas. Na concentragdo 8 pg/mL, por exemplo, mais de 75% das anélises de formacao de

biofilme sdo menores que a mediana tanto para cepas provenientes do sangue, como urina.
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Aparentemente, os isolados do sangue sé&o mais produtoras de biofilme e respondem menos ao

voriconazol.
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Figura 10 — Formacao de biofilme em decrescentes concentracfes de voriconazol em relacdo

a origem das amostras clinicas

O teste de Wilcoxon (permite dizer se um isolado é capaz ou ndo de formar biofilme

comparado ao controle) para anfotericina B esta demonstrado na Figura 11.

Observa-se que para a primeira concentragdo — 128 pg/mL — ndo ocorreu formagéo de

biofilme na maior parte das leituras, para todas as espécies e estas observacdes foram

estatisticamente significativas, exceto para o grupo “outros”.

A medida que a droga é diluida, menor é o nimero de analises nas quais ocorreu formagao de

biofilme e observou-se, também, que as espécies responderam de forma individual ao

decréscimo na concentracdo de anfotericina B.
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Para Candida albicans observou-se inibicdo de biofilme nas duas primeiras maiores
concentragOes da droga, sendo que, entre estas, somente para a concentragdo de 128 pg/mL
houve significancia (p<0,05). N&o se observou nenhuma concentracdo onde 100% das leituras

indicavam formacéo de biofilme.

Candida tropicalis mostrou perfil de resisténcia maior partir de 16 pg/ml: 100% dos isolados

produziram biofilme (p<0,05).

Candida parapsilosis apresentou um perfil intermediario: 100% dos isolados produziram
biofilme (p<0,05), porém isso ocorreu apenas nas duas concentracdes mais diluidas (0,5
pg/mL e 0,25 pg/mL) e ndo em uma concentracdo considerada alta (16 pg/mL) como ocorreu

para Candida tropicalis.

Para aquelas espécies agrupadas em “outros”, importante inibicdo de biofilme foi observada
apenas nas duas primeiras maiores concentraces da droga, sendo que, entre estas, somente

para a concentracdo de 64 pg/mL houve significancia (p<0,05).
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Figura 11 — Aplicacdo do teste de Wilcoxon na andlise da inibicdo de biofilme para diferentes espécies de Candida spp. na presenca de

anfotericina B.
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O teste de sinais para anfotericina B mostrou dados semelhantes aqueles observados para C.

albicans, C. tropicalis e “outros” pelo teste de Wilcoxon.

Tabela 1 — Andlise do teste de Sinais para anfotericina B.

Candida albicans Candida parapsilosis Candida tropicalis Outros
Concentracao p-
Pos Neg o] Pos Neg p Pos Neg valor Pos Neg o]
128 pg/mL 6 15 0,039 9 29 0,001 5 16 0,013 3 7 0,377
64 pg/mL 9 11 0,412 12 25 0,024 13 7 0,132 1 9 0,050
32 pg/mL 14 9 0,202 35 4 0,000 19 2 0,000 12 1 0,000
16 pg/mL 19 4 0,001 38 1 0,000 21 0 0,000 13 0 0,000
8 pg/mL 19 4 0,001 38 1 0,000 21 0 0,000 12 1 0,000
4pug/mL 19 4 0,001 38 1 0,000 21 0 0,000 12 1 0,000
2 pg/mL 19 4 0,001 38 1 0,000 21 0 0,000 12 1 0,000
1 pg/mL 19 4 0,001 38 1 0,000 21 0 0,000 12 1 0,000
0,5 pg/mL 20 3 0,000 39 0 0,000 21 0 0,000 12 1 0,000
0,25 pg/mL 20 3 0,000 39 0 0,000 21 0 0,000 12 1 0,000

Pos: formacdo de biofilme; Neg: inibicdo de formacéo biofilme.

No geral, para o teste de sinais, a anfotericina B foi capaz de inibir formacéo de biofilme de

Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis na concentracdo de 128 pg/ml e

para Candida parapsilosis e “outros” na concentragdo de 64 ug/mL.

Pelo teste de Wilcoxon o voriconazol ndo conseguiu inibir a formagdo de biofilme em

nenhuma concentracao da droga, pois ndo houve nenhum resultado em que o valor referente a

inibicdo de biofilme fosse superior aquele referente a formacgdo de biofilme, com dados de

estatisticamente significativos (Fig. 12).

A medida que a concentracdo da droga é diluida, maior é o nimero de analises nas quais

ocorreram formacdo de biofilme. Abaixo da concentracdo de 2 pg/mL todas as espécies

testadas mostram formacéo de biofilme (p<0,05). Resposta diferente daquela encontrada com
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anfotericina B, na qual, as espécies demonstraram comportamentos singulares as diferentes

concentragdes da droga (Figura 12).
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Figura 12 - Analise do teste de Wilcoxon na analise da inibi¢do de biofilme para diferentes espécies de Candida spp. na presenca de voriconazol.
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O teste dos sinais mostra que houve inibicdo estatisticamente significativa para a primeira
concentragdo de voriconazol (16 pg/mL) para Candida albicans. Os valores negativos
(referentes a inibicdo de formacdo de biofilme) foram superiores aos valores positivos

(referentes a formacéo de biofilme) e esse resultado foi estatisticamente significativo.

Para o teste de sinais e da mesma forma que no teste de Wilcoxon, abaixo da concentracdo de
2 ug/mL todas as leituras realizadas mostram formacéo de biofilme (p<0,05) para C. albicans,
C. parapsilosis e C. tropicalis. Para as espécies incluidas em “outros” a totalidade das

analises com producéo de biofilme se iniciou na concentracdo 4 pug/mL (p<0,05).

Tabela 2 — Andlise do teste de Sinais para voriconazol.

Candida albicans Candida parapsilosis Candida tropicalis Qutros
Concentracao
Pos Neg o] Pos Neg p Pos Neg p Pos Neg p

16 pg/mL 6 17 0,017 19 19 0,564 8 12 0,252 6 6 0,613
8 pg/mL 14 10 0,271 26 13 0,027 13 7 0,132 11 1 0,003
4 pg/mL 17 7 0,320 37 2 0,000 18 3 0,001 12 0 0,000
2 pg/mL 24 0 0,000 39 0 0,000 21 0 0,000 12 0 0,000
1 pg/mL 24 0 0,000 39 0 0,000 21 0 0,000 12 0 0,000
0,5 pg/mL 24 0 0,000 39 0 0,000 21 0 0,000 12 0 0,000
0,25 pg/mL 24 0 0,000 39 0 0,000 21 0 0,000 12 0 0,000
0,125 pg/mL 24 0 0,000 39 0 0,000 21 0 0,000 12 0 0,000

Pos: formagdo de biofilme; Neg: inibi¢do de formacéo biofilme.

A analise de Mann-Whitney para anfotericina B mostra que a espécie que mais formou
biofilme comparado as demais foi Candida tropicalis, em praticamente todas as
concentracgoes testadas. As espécies agrupadas em “outros” foram sempre menos produtoras
de biofilme que todas as outras espécies, em todas as concentra¢des testadas, nas quais houve

significancia estatistica (Tabela 3).



Tabela 3 — Analise do teste de Mann-Whitney para anfotericina B.
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~ Candida albicans Candida parapsilosis Candida tropicalis Outros
Concentragao
Resultados p Resultados p Resultados p Resultados P
> C.
128 ug/mL  parapsilosis 0,046 > Qutros 0,030 > Outros 0,013 - p> 0,05
> Qutros 0,003
>C. >C.
64 pg/mL parapsilosis 0,05 - p> 0,05 parapsilosis 0,011 - p> 0,05
> Outros 0,005 > QOutros 0,000
>C.
32 ug/mL - p> 0,05 - p> 0,05 parapsilosis 0,001 - p> 0,05
> Qutros 0,001
>C.
parapsilosis 0,000
16 pg/mL - p> 0,05 - p> 0,05 > OUtros 0,006 - p> 0,05
> C. albicans 0,005
>C.
parapsilosis 0,000
8 ug/mL - p> 0,05 - p> 0,05 > OUtros 0.001 - p> 0,05
> C. albicans 0,021
>C.
4 ug/mL - p> 0,05 - p> 0,05 parapsilosis 0,000 - p> 0,05
> Qutros 0,001
>C.
> Outros 0,049 parapsilosis 0,038
2 ug/mL - p> 0,05 > OUtros 0,000 - p> 0,05
> C. albicans 0,050
>C.
1 pg/mL - p> 0,05 - p> 0,05 parapsilosis 0,025 - p> 0,05
> Qutros 0,040
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> C. albicans 0,040
> Qutros > Outros > Qutros
0,5 ug/mlL oo oo > C. albicans 8822 ] P>0,05
0,25 pg/mL > Qutros 0,011 > Outros 0,006 > Outros 0,002 - p>0.05
Tabela 4 — Andlise do teste de Mann-Whitney para voriconazol.
N Candida albicans Candida parapsilosis Candida tropicalis Outros
Concentragao
Resultados p Resultados p Resultados p Resultados p
16 pug/mL - p> 0,05 > C. albicans 0,033 - p>0,05 > C. albicans 0,003
8 pug/mL - p> 0,05 > C. albicans 0,042 - p>0,05 > C. albicans 0,008
4 pg/mlL - p> 0,05 > C. albicans 0,040 - p>0,05 > C. albicans 0,014
2 pg/mL - p> 0,05 - p> 0,05 > C. albicans 0,040 > C. albicans 0,009
1 ug/mL - p> 0,05 - p> 0,05 > C. albicans 0,042 > C. albicans 0,026
0,5 pg/mL - p> 0,05 - p> 0,05 - p> 0,05 - p> 0,05
0,25 pg/mL - p> 0,05 - p> 0,05 - p>0,05 > C. albicans 0,043
0,125 pg/mL - p> 0,05 - p> 0,05 - p> 0,05 - p> 0,05




59

A tabela 4 mostra que, comparada as outras espécies, Candida albicans sofreu maior acdo do
voriconazol, pois foi sempre menos produtora de biofilme, em todas as concentragGes

testadas.



60

6 DISCUSSAO

6.1 Candidemias

A incidéncia de candidemia no ano de 2010 (2,1/1.000 admissdes e 3,4/10.000 pacientes-dia),
apesar de alta, se comparada aos anos anteriores € compativel com os dados encontrados em
estudos brasileiros, como por Colombo et al. (2006), que apresentaram 2,49 casos de
candidemia/1.000 admissdes e 3,7 casos/10.000 pacientes-dia, em Sdo Paulo e semelhante
também aos dados de Pereira et al. (2010) em estudo conduzido no estado de Séo Paulo: 2,4
casos/1.000 admissdes. Ocorréncia maior foi observada por Hinrichsen et al. (2008), em
Recife, em que a taxa foi de 3,9/1.00 admissdes hospitalares. Franca et al. (2008)
demonstraram menor incidéncia de candidemia: 1,27/1.000 admiss@es, assim como Sampaio-
Camargo et al. (2010) que, ao estudarem as taxas de candidemia em um hospital terciario de
Séo Paulo, puderam constatar incidéncias de 0,74 casos/1.000 admissdes. De forma geral, a
incidéncia de candidemia no Brasil é mais alta quando comparada a varios paises europeus,
EUA e Canada.

Almirante et al. (2005), em um estudo realizado em Barcelona, evidenciaram uma incidéncia
de candidemia de 0,53 casos/1.000 admissdes e 0,73 casos/10.000 pacientes-dia, enquanto
gue, em um estudo mais atual conduzido por Cisterna et al. (2010), ao reunirem dados de 40
hospitais terciarios na Espanha, puderam constatar uma taxa de candidemia de 1,09
cas0s/1.000 admissbes. Nos EUA, Gudlaugsson et al. (2003) apresentaram incidéncias de
candidemia de 1,4/10.000 pacientes-dia e 0,53/1.000 admissdes. indices ainda mais baixos
foram relatados, na Suica, por Marchetti et al. (2004): 0,54 casos/10.000 pacientes-dia e 0,36
casos/1.000 admissoes.

O ano de 2011, especialmente, foi marcado pelas mais altas taxas de incidéncias de
microrganismos em geral. Ao que tange o estudo de candidemia, pode-se perceber, na série de
7 anos avaliados (2006 a 2012), que em 2011 as incidéncias foram quase 3 vezes maiores que
em 2010. Em 2012, apesar da diminuic¢&o da incidéncia, os valores ainda se mantiveram altos:
mais que o dobro da incidéncia de 2010. Coincidentemente, os periodos de altas incidéncias
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em infeccBes na corrente sanguinea (ICS), incluindo as candidemias, foram marcados por
greve geral dos servidores da UFES (engloba os servidores do HUCAM) que ocorreu de 07
de junho a 26 de setembro de 2011 e de 11 de junho a 24 de agosto de 2012. A greve dos
servidores tem como consequéncia a reducdo do nimero de funcionarios realmente ativos em
sua fungdo, o que classicamente leva a diminuicdo da adesdo das préticas de controle de
infeccdo hospitalar, como, por exemplo, higieniza¢do das méos (Bearman et al., 2006), o que
provavelmente levou a maiores incidéncias de infeccbes de corrente sanguinea por

microrganismos em geral, inclusive por Candida spp.

O presente estudo monstrou que Candida albicans foi a causa mais comum de candidemia
em RNs, em concordancia com Xavier et al. (2008), ao estudarem a incidéncia de candidemia

em uma UTIN de um hospital terciario do Mato grosso do Sul.

No periodo estudado, Candida spp. foi 0 5° microrganismo mais frequentemente isolado em
hemoculturas no HUCAM. Esse dado vem reforgar a importancia desse microrganismo como
agente causador de ICS.

Nosso estudo reforga a tendéncia mundial de aumento de CNA na etiologia das candidemias.
Espécies de Candida ndo-albicans foram responsaveis por 81,1% das candidemias em todo
periodo de estudo. Dado muito semelhante ao estudo brasileiro conduzido por Pereira et al.
(2010), que evidenciaram que 82% dos casos de candidemia foram causados por CNA. No
HUCAM, Candida parapsilosis foi a espécie mais isolada, com ocorréncia media de 48,3%
no periodo estudado, sendo que em 2010 chegou a 61,1%. Em seguida destaca-se Candida
tropicalis, apresentando ocorréncia média de 29,7% nos 3 anos de estudo. Foi esta a espécie

responsavel pelo maior numero de candidemias no ano de 2012.

O predominio de espécies ndo-albicans ndo ocorre de forma uniforme no mundo, e a
distribuicdo das espécies varia consideravelmente para cada hospital, inclusive no Brasil.
Pfaller et al. (2001) tiveram esta constatacdo ao avaliarem dados de um programa de

vigilancia (SENTRY) que inclui 74 institui¢fes sentinelas de 22 paises.
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6.2 Biofilme

Aproximadamente 65% das infeccGes nosocomiais encontram-se associadas a formacdo de
biofilme sobre dispositivos e materiais médicos, principalmente cateteres, sondas e proteses
(Douglas, 2002). A maioria dos materiais invasivos sdo cateteres percutaneos vasculares, que
podem ser removidos facilmente. A remocéo de dispositivos médicos mais complexos como
implantes, valvulas ou corac@es artificiais, constitui uma problematica, porque estes implantes
tém, geralmente, uma funcgéo de suporte de vida. Assim, todos os esfor¢os no sentido de um
tratamento bem sucedido e visando a manutengdo do dispositivo implantado sao urgentemente

necessarios na pratica clinica (Tobudic et al., 2010).

Nos abordamos a formacdo de biofilme por 32 isolados clinicos de diferentes espécies de
Candida, todos obtidos de infec¢Bes invasivas em RNs. Entre as duas drogas analisadas,
anfotericina B mostrou maior atividade de inibicdo de biofilme. O voriconazol foi incapaz de
inibir formacao de biofilme por quase todos os isolados testados, mesmo em concentragdes
mais altas . Shuford et al. (2007) ao analisarem a producdo de biofilme por 30 isolados de
Candida spp. encontraram resultados semelhantes, onde a anfotericina B foi capaz de inibir
90% das atividades metabdlicas dos isolados provenientes do sangue, na concentracdo de 8
pg/ml, ao passo que o voriconazol, mesmo nas maiores concentragdes, foi incapaz de inibir
formagdo de biofilme. Contudo, a toxicidade associada a anfotericina limita a terapéutica e a

manutencéo de altas dosagens séricas do farmaco.

Chatzimoschou et al. (2011) testou um tratamento sequencial de micafungina (concentracdo
16 vezes maior que a MIC), seguido por voriconazol e constatou que este, ndo fazia
nenhuma diferenca na inibic&o de formag&o de biofilme, pois o tratamento sequencial foi t&o
eficaz quanto o tratamento apenas por micafungina. Quando se inverteu a ordem do teste e
aplicou-se voriconazol antes da micafungina, a resposta de inibicdo de formacao de biofilme
foi menor que aquela apresentada pelo tratamento apenas com micafungina, o que pode
comprovar, nas duas situagOes, a limitada agdo do voriconazol na inibicdo da formacédo de

biofilme.
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Ao se correlacionar a inibicdo de formacéo de biofilme pela anfotericina B com os isolados
provenientes de diferentes sitios anatdmicos, pode-se perceber que os isolados oriundos de
urina tiveram, aparentemente, maior producdo de biofilmes abaixo de 4 pg/ml. Jain et al
(2007) ao estudarem a formacéo de biofilme de isolados provenientes de urina constatou que
apenas 30% das cepas produtoras de biofilme apresentaram algum perfil de sensibilidade a

anfotericina B.

Para as cepas provenientes de cateter, notavelmente, observou-se que ha indicios de melhor
resposta nas concentracdes mais altas das duas drogas analisadas. E diferentemente do que foi
constatado por Shuford et al. (2007) e Valentin et al. (2007) ao testarem, respectivamente
anfotericina B e voriconazol em isolados de Candida spp., ndo constataram diferencas de

formagéo de biofilme, independentemente da origem da coleta do material.

No estudo atual, voriconazol foi mais eficiente para Candida albicans que para as outras
espécies testadas, pois foi capaz de inibir a formacdo de biofilme na concentracdo de 16
pg/ml. Isso ndo ocorreu para nenhuma outra espécie, em nenhuma concentracdo de
voriconazol. Resultado semelhante ao encontrado por Valentin A, et al (2012) que constatou
que o pré-tratamento da placa de 96 pocos (insercéo da droga antes do ensaio de formacéo de

biofilme) foi mais eficaz para Candida albicans que para as outras espécies testadas.

Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos que mostram pouca ou nenhuma
atividade de voriconazol sobre biofilme de Candida spp (Douglas J. L., 2003; Lewis et al.,
2002).

Anfotericina B inibiu a formacdo de biofilme na concentracdo de 128 pg/ml para Candida
albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis e na concentracdo de 64 pg/ml para as
espécies agrupadas em “outros”. Contudo, pelo perfil de resposta a droga, C. albicans parece
ter sofrido maior acdo da anfotericina B, seguida por Candida parapsilosis e, em sequéncia,
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Candida tropicalis. Esses dados sdo semelhantes aos apresentados por kuhn et al. (2002) que
demonstrou que biofilmes formados por C. parapsilosis pareceram ser menos inibidos que
aqueles formados por Candida albicans, apesar de serem considerados menos complexos e
formar menor quantidade de matriz extracelular. Este mesmo autor destacou a resisténcia de

biofilmes formados por C. albicans e C. parapsilosis sob a a¢do do voriconazol.

Desde 2000 tem havido importantes mudancas na prescricdo de drogas antifungicas para
pacientes hospitalizados. Embora anfotericina B ainda seja considerada a droga padréo estes
casos de terapia antiflngica, estudos tém mostrado que formulag@es lipidicas de anfotericina
B, voriconazol e equinocandinas estdo substituindo a anfotericina B tradicional (desoxicolato)

por serem drogas mais seguras, com muito menos efeitos colaterais (Prassad et al., 2008).

O uso de fluconazol é atrativo para tratamento de candidemias por ter excelente
biodisponibilidade e boa tolerancia e também porque a ocorréncia de resisténcia de C.albicans
a esta droga é menor que 1%. O voriconazol, derivado sintético do fluconazol, apresenta
maior espectro de acdo que fluconazol e pode ser ativo contra isolados de Candida spp
resistentes a fluconazol (Chowdhry e Marshall, 2008). Esta droga seria uma interessante
escolha terapéutica para candidemias causadas por espécies nao-albicans, sabidamente menos
responsivas ao fluconazol. E neste estudo, observamos importante predominio de espécies

nédo-albicans na etiologia das candidemias do HUCAM.

E conhecida a resisténcia de células sésseis de espécies de Candida quando presentes em
biofilme. Equinocandinas, a nova classe de antifingicos que inibem a 1,3-D-glucan synthase,
enzima envolvida na sintese da parede celular fangica, tem mostrado atividade contra
biofilme de Candida. No entanto, hd estudos que mostram que este efeito € espécie-
dependente. De acordo com Choi et al. (2007) as equinocandinas caspofungina e micafungina
foram ativas contra biofilme formado por Candida albicans ou C. glabrata , mas ndo sobre
aqueles formados por C. tropicalis ou C. parapsilosis. Resultados semelhantes foram
encontrados por Quindos et al (2009).
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7 CONCLUSOES

Candida spp continua sendo um importante patdégeno nosocomial. Foi o quinto
microrganismo mais isolado de ICS no HUCAM, precedido por Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.

Foi o segundo patdgeno mais isolado na UTIN, precedido apenas por Staphylococcus

epidermidis

A anélise retrospectiva mostrou oscilagdes nas incidéncias de ICS por Candida spp. O maior
namero ocorreu no ano de 2011, com reducdo no ano seguinte, mas, mesmo assim,
permanecendo elevado, acima das incidéncias observadas entre os anos de 2006 a 2010;

A espécie Candida albicans teve prevaléncias baixas e estdveis no HUCAM, durante o

periodo estudado, com média de 19% em relacao a espécies ndo-albicans.

Na UTIN, a frequéncia de candidemia por C. albicans superou a de C. ndo-albicans, 67% e

33%, respectivamente. A Unica espécie ndo-albicans isolada foi C. parapsilosis.

No geral, anfotericina B foi mais efetivo na inibicdo de formacéo de biofilme por espécies de

Candida do que voriconazol.

A espécie Candida parapsilosis respondeu pela maior parte dos casos de candidemia no
HUCAM: 61,1% e 48,9%, nos anos de 2010 e 2011, respectivamente. No ano de 2012,
Candida tropicalis foi a principal espécie causadora de candidemia e correspondeu a 42,5%

das ocorréncias;
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Candida albicans foi a espécie mais sensivel as drogas testadas. Foi observada inibi¢cdo na
formacdo de biofilme (p<0,05) por anfotericina B e, em relagdo ao voriconazol, houve
necessidade da maior concentragdo desta droga para inibir a formacéo de biofilme por esta
espécie. Observou-se, entretanto, que voriconazol ndo foi capaz de inibir formacdo de
biofilme para nenhuma outra espécie que ndo fosse Candida albicans.

Candida tropicalis foi a espécie com perfil de maior resisténcia. Foi vista inibicdo na
formacgéo de biofilme, apenas na maior concentragdo de anfotericina B (p<0,05) e ndo foi

vista inibicdo com voriconazol.

Relacionando a origem de coleta do material clinico e o efeito de inibi¢do de biofilme da
anfotericina B e do voriconazol pode-se inferir que os isolados provenientes de ponta de
cateter foram mais responsivos a ambas as drogas e que aqueles provenientes de urina foram

mais resistentes a anfotericina B.
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9 ANEXOS

Anexo 1 — Meios de cultura e reagentes utilizados

1) Agar Sabouraud Dextrose (ASD) com cloranfenicol (Difco)

Agua destilada q.5.p.....c..ccoeveererunene 1L

e O meio € pesado de acordo com a determinacdo do fabricante (para preparo de 1 litro de
meio) e levado ao micro-ondas para fundir o agar;

e Ap6s homogeneizacdo o meio é esterilizado em autoclave a 121°C durante 15 minutos e
distribuido em placas de Petri estéreis. As placas sdo armazenadas em geladeira a uma

temperatura entre 2-5°C.

3) Meio RPMI -1640 (Sigma-Aldrich)

RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato de sédio ................ 10,49
AQUA ESEIIAUA ... 1L

e O meio é solubilizado em agua destilada, sob agitacdo com barra magnética, sem
aquecimento; o pH € ajustado para 7,0 com tampdo MOPS (0,165 M);
e A solucéo é esterilizada por filtragio em membrana com poro de 0,22um de didmetro

(Millipore) e conservada em frasco estéeril em geladeira a uma temperatura entre 2-5°C.
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4) YPD

Peptona .......ccccveveeiiiieeinnnn, 20g
Dextrose ......ccocvvevveiinnennnn, 209
Extrato de levedura ............. 10g
Agua destilada ...................... 1L

e Os constituintes sdo dissolvidos em 1 litro de agua destilada sob agitacdo e com
aquecimento. Apos ajuste do pH para 6,5 £0,2, 0 meio é esterilizado em autoclave a

121°C durante 15 minutos e armazenado em geladeira a uma temperatura entre 2-5°C.

5) Tampao PBS 0,2M

e Preparar as solucbes Ae B

e Solugdo A: Fosfato de sédio monobésico (NaH,PO4H20) 0,2M — 2,76 g/100mL de &gua
destilada.

e Solucédo B: Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,4 H20) 0,2M — 5,365 g/ 100 mL de agua
destilada.

SOIUGEO A ..o 14mL
SOIUGEO B ... 36mL
NaCl .....ooooviieiiieeeeiiee 8549
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e Os constituintes sdo misturados sob agitacdo e o pH ajustado para 7.2. A solucdo é
esterilizada em autoclave a 121°C durante 15 minutos e armazenada em geladeira a uma

temperatura entre 2-5°C.



Anexo 2 — Média dos valores de leitura da D.O. dos testes de inibi¢do de formagao de biofilme por anfotericina B.

Isolado de Candida

DO

128 ug/ mL 64 pg/mL 32pg/mL 16pg/mL 8ug/mL 4pug/mL 2pug/mL 1pg/mL 0,5ug/ mL 0,25 pg/ mL

7347
6951
8440
4116
7421
T302
643
HI565
545
659
676
AP436
536
10964
AP145
4799
477
510
511

7220
104
6833
6645
1384

0,294
0,279
0,225
0,264
0,294
0,173
0,182
0,185
0,225
0,261
0,224
0,249
0,148
0,235
0,248
0,185
0,163
0,205
0,203

0,229
0,228
0,174
0,171
0,247

0,296
0,290
0,238
0,265
0,296
0,171
0,214
0,164
0,229
0,219
0,205
0,278
0,136
0,206
0,202
0,144
0,184
0,264
0,259

0,264
0,190
0,198
0,169
0,296

0,292
0,266
0,240
0,248
0,292
0,175
0,192
0,141
0,209
0,260
0,216
0,301
0,202
0,208
0,217
0,180
0,167
0,295
0,259

0,246
0,231
0,278
0,144
0,523

0,301
0,330
0,311
0,284
0,301
0,221
0,200
0,162
0,232
0,267
0,224
0,334
0,176
0,209
0,196
0,138
0,166
0,298
0,269

0,229
0,239
0,275
0,160
0,328

0,396
0,279
0,278
0,281
0,396
0,258
0,242
0,139
0,236
0,424
0,213
0,304
0,162
0,191
0,219
0,137
0,146
0,260
0,293

0,206
0,215
0,169
0,157
0,529

0,450
0,373
0,344
0,307
0,450
0,232
0,258
0,146
0,309
0,422
0,254
0,393
0,159
0,222
0,217
0,150
0,187
0,286
0,249

0,214
0,239
0,197
0,166
0,380

0,394
0,435
0,399
0,324
0,394
0,226
0,343
0,131
0,370
0,511
0,630
1,419
0,161
0,201
0,215
0,139
0,156
0,266
0,277

0,203
0,232
0,177
0,170
0,447

0,527
0,558
0,976
0,384
0,527
0,266
0,494
0,150
0,494
1,063
0,679
1,809
0,154
0,243
0,471
0,157
0,177
0,256
0,220

0,211
0,336
0,190
0,282
0,497

0,413
0,829
1,321
0,322
0,413
0,299
0,787
0,150
0,559
1,168
0,741
2,260
0,173
0,234
0,437
0,175
0,180
0,217
0,219

0,212
0,498
0,188
0,517
0,922

0,478
1,033
1,635
0,357
0,478
0,414
0,763
0,144
0,608
1,209
0,570
1,185
0,144
0,243
0,219
0,163
0,164
0,200
0,183

0,230
0,723
0,190
0,441
1,168
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9698
552
613
680
T81

6871
660

AP100

0,168
0,302
0,205
0,273
0,163
0,186
0,148
0,142

0,221
0,324
0,193
0,283
0,216
0,177
0,181
0,107

0,177
0,307
0,190
0,265
0,271
0,161
0,280
0,176

0,191
0,425
0,220
0,264
0,321
0,191
0,298
0,189

0,437
0,394
0,243
0,312
0,314
0,189
0,375
0,144

0,451
0,431
0,268
0,284
0,358
0,186
0,407
0,173

0,446
0,438
0,280
0,316
0,327
0,182
0,374
0,181

0,425
0,359
0,247
0,343
0,357
0,186
0,352
0,198

0,240
0,374
0,330
0,410
0,309
0,200
0,438
0,193

0,220
0,398
0,364
0,351
0,320
0,199
0,490
0,209
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Anexo 3 — Média dos valores de leitura da D.O. dos testes de inibi¢do de formacéo de biofilme por voriconazol.

Isolado de Candida 20
16 pg/mL l 8 ug/mL l 4 pg/mL | 2 pug/mL | 1 pg/mL | 0,5 ug/mL | 0,25 pug/mL | 0,125 pg/mL
7347 0,193 0,192 0,226 0,250 0,249 0,253 0,272 0,262
6951 0,182 0,167 0,213 0,234 0,243 0,275 0,284 0,237
8440 0,229 0,232 0,240 0,292 0,267 0,331 0,373 0,590
4116 0,239 0,245 0,243 0,296 0,275 0,327 0,365 0,650
7421 0,266 0,269 0,261 0,294 0,318 0,362 0,361 0,521
T302 0,245 0,245 0,243 0,272 0,324 0,348 0,327 0,438
643 0,998 1,065 1,118 1,038 1,072 1,072 1,090 1,099
HI565 0,197 0,192 0,201 0,203 0,185 0,192 0,188 0,198
545 0,344 0,411 0,380 0,324 0,342 0,341 0,335 0,318
659 0,339 0,451 0,321 0,430 0,491 0,507 0,405 0,328
676 0,311 0,350 0,355 0,479 0,452 0,400 0,440 0,389
AP436 0,882 0,924 0,929 0,904 0,939 0,935 0,945 0,990
536 0,243 0,256 0,258 0,263 0,247 0,272 0,260 0,270
10964 0,224 0,242 0,206 0,215 0,209 0,243 0,202 0,233
AP145 0,298 0,333 0,306 0,349 0,318 0,357 0,291 0,283
4799 0,277 0,252 0,245 0,283 0,367 0,325 0,290 0,320
477 0,278 0,282 0,276 0,286 0,260 0,258 0,247 0,275
510 0,330 0,366 0,372 0,414 0,483 0,341 0,376 0,364
511 0,257 0,321 0,210 0,227 0,252 0,242 0,248 0,222
7220 0,236 0,222 0,210 0,230 0,213 0,250 0,226 0,232
104 0,409 0,447 0,460 0,485 0,620 0,501 0,415 0,393
6833 0,327 0,368 0,250 0,317 0,342 0,306 0,262 0,284

6645 0,241 0,101 0,395 0,396 0,557 0,489 0,461 0,484



1384
9698
552
613
680
T81
6871
660
AP100

1,215
0,400
0,132
0,736
0,672
0,502
0,251
0,534
0,751

1,245
0,371
0,124
0,983
0,666
0,624
0,242
0,710
0,788

1,247
0,313
0,151
0,979
0,526
0,559
0,232
1,064
0,787

1,272
0,290
0,137
1,046
0,501
0,592
0,243
1,360
0,774

1,398
0,274
0,152
1,023
0,550
0,729
0,203
1,619
0,720

1,311
0,487
0,148
0,998
0,512
0,529
0,188
1,032
0,699

1,252
0,303
0,135
1,037
0,461
0,621
0,215
1,020
0,627

1,153
0,268
0,139
0,738
0,479
0,396
0,183
1,455
0,608
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Anexo 4 — Incidéncia de candidemia no HUCAM.

HUCAM

Soma/Média total dos

Candida spp. 2010 2011 2012 Anos
C. albicans 3 9 8 20
C parapsilosis 11 22 14 47
C. tropicalis 4 11 17 32
C. guillermondii 0 1 1
C. krusei 0 2 1 3
Total 18 45 40 103
Internagao 8.766 8.053 8.671 25490
Incidéncia/ 1.000 internacdes 2,1 5,6 4,6 4,1
Paciente-Dia 51.947 46.986 59.411 52781,3
Incidéncia/ 10.000 Pacientes-Dia 3,5 9,6 6,7 6,6
% de C. albicans 17% 20% 20% 19%
% de CNA 83% 80% 80% 81%

Anexo 5 — Incidéncia de candidemia na UTIN

UTIN

Soma/Média total dos

Candida spp. 2010 2011 2012 Anos
C. albicans 0 3 3 6
C parapsilosis 0 3 0 3
C. tropicalis 0 0 0 0
C. guillermondii 0 0 0 0
C. krusei 0 0 0 0
Total 0 6 3 9
Internacgao 187 195 250 632
Incidéncia/ 1.000 internacdes 0 30,8 12 14,3
Paciente-Dia 2.928 3.502 4.423 3617,7
Incidéncia/ 10.000 Pacientes-Dia 0 17,1 6,8 8,0
% de C. albicans 0 50% 100% 67%

% de CNA

0 50% 0

33%
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Anexo 7 - Resultados dos testes de Mann-Whitney para a droga Anfotericina B.

Concentracdo Espécie Média dos ranques p valor
C. albicans 36,54
C. parapsilosis 28,53 0,046
C. albicans 21,37
Outros 11,54 0,003
128 pg/mL C. parapsilosis 28,17
Outros 18,96 0,030
C. tropicalis 19,81
Outros 12,08 0,013
C. albicans 35,83
C. parapsilosis 28,08 0,050
C. albicans 21,17
64 pg/mL Outros 11,92 0,005
C. parapsilosis 26,22
C. tropicalis 36,83 0,011
C. tropicalis 21,24
Outros 9,58 0,000
C. parapsilosis 25,36
C. tropicalis 40,05 0,001
32 pg/mL C. tropicalis 20,76
Outros 10,42 0,001
C. albicans 17,83
C. tropicalis 27,62 0,005
C. parapsilosis 25,09
16 pg/mL C. tropicalis 40,55 0,000
C. tropicalis 20,12
Outros 11,54 0,006
C. albicans 18,74
C Tropicalis 26,62 0,021
8 pg/mL C. parapsilqsis 24,51 0.000
C. tropicalis 41,62 '
C. tropicalis 20,79
Outros 10,38 0,001
C. parapsilosis 24,59
C. tropicalis 41,48 0,000
4 pg/mL C. tropicalis 20,90
Outros 10,17 0,001
C. albicans 19,43
2 pg/mt C. tropicalis 25,86 0,050




C. albicans 20,09
Outros 14,00 0,049
C. parapsilosis 27,56
C. tropicalis 35,95 0,038
C. tropicalis 21,40
Outros 9,29 0,000
C. albicans 19,26
C. tropicalis 26,05 0,040
C. parapsilosis 27,26
1 ng/ml C. tropicalis 36,52 0,025
C. tropicalis 20,31
Outros 11,21 0,004
C. albicans 19,33
C. tropicalis 25,98 0.044
C. albicans 20,70
Outros 12,83 0,015
0.5 pg/mL C. parapsilosis 28,49
Outros 17,92 0,015
C. tropicalis 20,69
Outros 10,54 0,001
C. albicans 20,85
Outros 12,54 0,011
C. parapsilosis 28,90
0,25 pg/mL Outros 16,58 0,006
C. tropicalis 20,57
Outros 10,75 0,002
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Anexo 8 - Resultados dos testes de Mann-Whitney para a droga Voriconazol.

Concentracdo Espécie Média dos ranques p valor
C. albicans 15,21

Outros 25,08 0,003
16 nug/mt C. albicans 26,58

C. parapsilosis 35,33 0,033
C. albicans 15,54

8 pg/mL Outros 24,42 0,008
C. albicans 26,92

C. parapsilosis 35,13 0,042
C. albicans 15,77

4 pg/mL Outros 23,96 0,014
C. albicans 26,83

C. parapsilosis 35,18 0,040
C. albicans 15,58

2 ug/mL Outros 24,33 0,009
C. albicans 19,79

C. tropicalis 26,67 0,040
C. albicans 16,08

1 ug/mL Outros 23,33 0,026
C. albicans 19,83

C. tropicalis 26,62 0,042
C. albicans 16,35

0.5 hg/mt Outros 2279 0.043




