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RESUMO

InfeccBes fungicas invasivas tém se tornado cada vez mais freqlientes em neonatos,
principalmente devido ao aumento da sobrevivéncia de prematuros e a deficiéncia do
sistema imune. Dessa forma, torna-se relevante o conhecimento dos fatores
epidemioldgicos e susceptibilidade aos antifungicos, uma vez que permitem o melhor
conhecimento dos fatores associados a doenca e a resisténcia dos agentes etiologicos, além
da concentracdo ideal do medicamento a ser administrado para inibir e /ou matar o agente
causal da infeccdo. Nesse contexto, os objetivos deste estudo foram diagnosticar
candidemia em neonatos, associando os fatores epidemioldgicos predisponentes e o perfil
de susceptibilidade as drogas antifungicas dos agentes etioldgicos. No periodo de margo de
2010 a julho de 2011, foram feitas coletas das amostras clinicas em neonatos de Unidades
de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital Agamenon Magalhdes e do Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueira. O diagnoéstico micoldgico foi realizado
através do exame direto, cultura e identificacdo dos agentes etioldgicos. Foram coletadas
amostras de sangue de 301 pacientes e isoladas 30 culturas, sendo identificadas Candida
albicans (11), C. parapsilosis (11), C. pelliculosa (5), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1)
e C. tropicalis (1). Dos 30 pacientes com hemoculturas positivas para fungos, 90% eram
pré-termos, 60% do sexo masculino, 93,4% possuiam peso ao nascer inferior a 2,5kg e as
condicdes clinicas mais associadas foram ictericia e sindrome do desconforto respiratorio.
A grande maioria dos pacientes fazia uso de dispositivo terapéutico invasivo, destacando-
se nutricdo parenteral (96,7%) e cateterismo umbilical (73,3%). Quanto a susceptibilidade
antifingica todos os isolados de levedura foram sensiveis a anfotericina B, porém foi
observada resisténcia ao fluconazol e voriconazol, principalmente por C. albicans, e 7 dos
11 isolados de C. parapsilosis foram resistentes a anidulafungina. As infec¢cbes fungicas
invasivas sdo frequentes em neonatos, permanecendo as espécies de Candida como as mais
isoladas. Pacientes prematuros de baixo peso e que fazem uso de dispositivos invasivos sao
0S mais acometidos, 0 conhecimento destes dados aliados aos resultados de
susceptibilidade antifungica in vitro possibilitam a prevencdo e o tratamento mais

adequado destas infecgoes.

Palavras-chave: Neonatos, Infec¢do fungica invasiva, Susceptibilidade antifingica



ABSTRACT

Invasive fungal infections have become increasingly frequent in neonates, due to the
increased survival of premature and disability of the immune system. The knowledge of
epidemiological factors of these infections, as well as testing susceptibility to antifungal
agents is relevant in this group of patients, because they allow a better understanding of the
factors associated with the disease, the evaluation of the occurrence of fungal resistance,
and the optimal concentration of the drug to be administered to inhibit and / or Kill the
agent of infection. In this context, the objectives of our study were to detect candidemia in
neonates, the epidemiological factors associated with these infections and determine the
antifungal susceptibility profile of the isolates. The samples were collected in the Neonatal
Intensive Care Units from Agamenon Magalhdes Hospital and Institute of Integrative
Medicine Fernando Figueira, according to the medical request, from March 2010 to July
2011. The samples were manipulated to perform the direct examination and culture and
then purified and identified. Samples were collected from 301 patients and we had isolated
yeasts in 30 samples of blood , they were identified as Candida albicans (11), C.
parapsilosis (11), C. pelliculosa (5), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1), C. tropicalis
(1). Of the 30 patients with positive blood cultures for fungi, 90% were preterm, 60%
male, 93.4% had birth weight below 2.5 kg and the more usual conditions associated were
clinical jaundice and respiratory distress syndrome. The vast majority of patients used
invasive therapeutic device, especially parenteral nutrition (96.7%) and umbilical
catheterization (73.3%). The antifungal susceptibility showed that all isolates were sensible
to amphotericin B but some were resistente to fluconazole and voriconazole, mainly
species of C. albicans, and 7 of 11 isolates of C. parapsilosis were resistant to
anidulafungin. Invasive fungal infections are common in neonates, remaining Candida
species as the most isolated. Preterm infants with low birth weight and use of invasive
devices are the most affected and this knowledge combined with the in vitro antifungal

susceptibility results enables a better prevention and treatment of these infections.

Key-words: Neonates, Invasive fungal infections, Antifungal susceptibility
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1. INTRODUCAO

A incidéncia de infeccBes flungicas invasivas em infantes, anteriormente
consideradas raras, tem se tornado crescente nas Ultimas décadas, sobretudo, devido ao
aumento do numero de criangcas com imunossupressdo tanto primaria quanto secundaria.
Diversos fatores sdo responsaveis por este aumento, tais como maior sobrevivéncia de
neonatos prematuros, quimioterapia agressiva utilizada em terapia anti-cancer e aumento
do nimero de transplantes de 6rgdos e medula dssea (Arendrup 2009). O tempo de
permanéncia hospitalar prolongado, destacando-se em Unidade de Terapia Intensiva (UTI),
bem como uso de antibioticoterapia de largo espectro e de dispositivos terapéuticos
medico-invasivos, favorece a ocorréncia de infec¢des fungicas, sobretudo as nosocomiais
severas em recém-nascidos (Melo et al., 2009).

Infecgcdes fungicas invasivas ocorrem entre 5 a 20% dos neonatos de baixo peso,
sobretudo nos que recebem tratamentos intensivos. A taxa de mortalidade atribuida é muito
alta, alcangando uma taxa de aproximadamente 50% (Rao e Ali 2005).

A maioria dos fatores associados com o aumento do risco a infec¢@es fangicas esta
relacionada com as caracteristicas epidemioldgicas, incluindo condic¢bes clinica, dados
demogréaficos dos recém-nascidos, prematuridade, status imunoldgico, dentre outras
condicGes (Manzoni et al., 2006). O conhecimento dos fatores epidemioldgicos dessas
infeccbes fungicas e teste de susceptibilidade in vitro com os agentes etioldgicos podem
auxiliar na terapéutica a ser instituida e assim possibilitar melhores resultados ao
tratamento. Assim, torna-se relevante a realizacdo de testes de susceptibilidade antifingica,
uma vez que permitem a documentacdo do perfil de sensibilidade as drogas, o
conhecimento da ocorréncia de resisténcia fangica e a concentragdo ideal a ser
administrada para inibir e/ ou destruir o agente causal da infeccdo fungica (Colombo e
Guimardes 2007).

Devido a complexidade dos pacientes pediatricos com risco para infeccbes e a
diversidade de patogenos fungicos, micoses oportunistas se apresentam como desafios
consideraveis para diagndéstico e terapia. Alguns fungos ndo sdo susceptiveis as terapias
padrdes e podem requerer 0 uso compostos antifngicos, uma vez que o tratamento
continuado com as drogas classicas induz o desenvolvimento de resisténcia e alto grau de
toxicidade (Walsh et al., 2004a).

A padronizacdo de testes de susceptibilidade a antifingicos tem sido foco de

intensas pesquisas, e atualmente estdo sendo disponibilizados métodos de referéncia
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(antifungigrama), tornando os laboratérios aptos a predizer o sucesso do tratamento
(NCCLS 2002; Colombo e Guimaraes 2007).

Dentro deste contexto os objetivos deste trabalho foram diagnosticar infecgOes
fangicas em neonatos e definir o perfil epidemioldgico e de susceptibilidade antifungica

dos agentes etioldgicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 INFECC}C)ES FUNGICAS INVASIVAS EM NEONATOS

As infeccBes nosocomiais sdo responsaveis por morbidade e mortalidade
significativas no periodo neonatal, sobretudo em UTI. Este ambiente é considerado area
critica, devido as condigGes clinicas graves dos pacientes, bem como os procedimentos
invasivos utilizados. Dentre as infec¢Oes frequentes em criangas internadas em UTI, tem
sido evidenciada uma preocupacdo especial com as de etiologia fungica (David 1998;
Colombo et al., 2006).

As infecgdes por fungos vém ocorrendo com grande incidéncia e representam um
alto risco para criangas e recém-nascidos portadores de neoplasias e outras condi¢des
imunossupressoras (Asmundsdottir et al., 2001).

A sepse fungica ocorre especialmente nos neonatos de muito baixo peso (até 1,5 kg
ao nascer), sendo usualmente uma condicdo grave que acomete preferencialmente os
recém-nascidos e, esta relacionada a elevada morbi-mortalidade (Richtmann et al., 2005).
Os sinais clinicos séo variados e usualmente, podem ser confundidos com os observados
em infeccBes causadas por bactérias (Pedroso e Krebs 2008).

O padrdao ouro para o diagnostico de micoses sistémicas causadas por fungos
oportunistas é a deteccdo do fungo na cultura de sangue, liquor ou outro material bioldgico
estéril associado aos sinais clinicos de infeccdo. Em geral esse quadro clinico é
diagnosticada por volta da terceira semana de vida (Moreira 2005). Infelizmente, a
capacidade de diagnosticado essas infeccdes é limitada, geralmente os resultados das
culturas sdo conclusivas apds uma semana ou até mais tempo (Benjamin et al., 2003a). Em
criancas prematuras, a sensibilidade das hemoculturas é bastante baixa. Um dos fatores que
pode estar envolvido com essa reduzida sensibilidade é o volume de sangue coletado, o
qual deve ser coletado em série, uma vez que a chance de detectar o microorganismo em
apenas 1 ml de sangue € cerca de 65% menor. Hemoculturas com auséncia de crescimento
fangico nédo descartam o diagndstico de infecgdo (Moreira 2005).

A presenca do fungo na corrente sanguinea determinando fungemia pode progredir
para quadros septicémicos. A septicemia € uma infecgdo severa comum em Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal (UTIN). Até mesmo nos casos ndo fatais, onde ocorre resposta
terapéutica, podem ser constatadas sequelas irreversiveis (Healy et al., 2008).

Espécies de Candida ocupam entre o segundo e o quarto lugar das causas mais
freqlientes de sepse tardia em neonatos de muito baixo peso, sendo quase sempre procedida

por fungemia, que é caracterizada por infeccdo da corrente sanguinea (Yalaz et al., 2006).



16

2.1.1 Candidemias

Os casos mais freqlientes de fungemia ocorrem por espécies de Candida, sendo
denominada de candidemia. Essa é uma das leveduroses mais prevalentes, principalmente
por determinadas espécies fazerem parte da microbiota da pele e mucosas, favorecendo
assim, a ocorréncia de diversos quadros clinicos (Squibbs 1998; Carvalho et al., 2003). A
pele e mucosas sdo colonizadas em aproximadamente 60% dos neonatos criticamente
doentes, progredindo para uma infeccdo invasiva (Kaufman et al., 2001).

Fay e colaboradores em 2002 afirmam que a predisposicdo dos recém nascidos a
candidemia ocorre devido ao sistema imune imaturo e pele sensivel. Enfatizaram ainda, a
importancia da restrigdo de crescimento intra-uterino como fator de risco para candidiase
sistémica, destacando a intensa neutropenia apresentada pelos neonatos nos primeiros dias
de vida. O desequilibrio da microbiota ou lesdo da mucosa gastrointestinal pode facilitar a
infeccdo por espécies de Candida, uma vez que essas leveduras estdo presentes no trato
gastrointestinal e cavidade oral, aumentando assim o risco de infec¢do endogena (Vento e
Cainelli 2003; Ribeiro et al., 2004).

O uso de antibioticos de amplo espectro, baixo peso, prematuridade e o uso de
dispositivos médico-invasivos, tornam 0s neonatos susceptiveis a adquirir candidemia
(Agarwal et al., 2004). Pedroso e Krebs (2008) ainda destacam a idade gestacional
inferior a 28 semanas, uso de ventilagdo mecénica, nutricdo parenteral, infusdo de
intralipidios por mais de sete dias e uso de drogas como histamina, corticosterdides e
vasopressores, além de méa-formacdo congénita e procedimentos cirargicos como fatores
predisponentes.

Kossoff e colaboradores (1998), em estudo retrospectivo realizado em Norfolk,
Estados Unidos da América (EUA), analisando 15 anos de candidemia em UTIN
constataram a presenca de Candida em 6,0% dos episddios de sepse associados a uma taxa
de mortalidade de 33,3%. Stoll e colaboradores, em 2002, destacaram o aumento da
prevaléncia de fungos nos casos de septicemia de origem hospitalar em UTIN, estando
Candida spp. envolvida em 12% dos casos, em um estudo realizado seis anos antes, 0s
mesmos autores destacam uma incidéncia de 9%. Segundo Benjamin et al. (2003b) a
mortalidade atribuida a candidemia em neonatos é elevada, variando entre 25 a 54% |,
podendo chegar até 70% em prematuros de muito baixo peso.

Franca (2006) afirma que dentre as infeccbes fungicas hospitalares, 78,3%
correspondem ao género Candida, predominando C. albicans. A apresentacdo clinica €
inespecifica, sendo o estado febril o dado clinico mais comum em quadros de fungemia,

estando a mortalidade por esse tipo de infeccéo estimada entre 40% e 60%.
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A ocorréncia de infeccdes por espécies de Candida em bercarios e UTINs segundo
Baradkar et al. (2008) tem se tornado crescente, correspondendo de 9 a 13% das infecgcOes
hematogénicas na India .

Pedroso e Krebs (2008) em um periodo de dez anos de pesquisa em uma UTIN
brasileira observaram a ocorréncia de candidiase sistémica em 26,7% dos recém nascidos
com menos de 1,5 kg e uma predominancia no sexo masculino (65%). Em outro estudo
realizado por Kuzuco e colaboradores (2008) na Turquia, a maioria dos pacientes
pediatricos e neonatais que apresentavam sinais de candidemia tinham histérico de uso de
antibioticos, 67% receberam ventilagdo mecanica, 33%, nutricdo parenteral e 24% com
cateter venoso central implantado. Ainda em 2008 um estudo brasileiro conduzido por
Xavier e colaboradores em UTIN constatou que dentre os neonatos acometidos por
candidemia 68% tinham peso inferior a 1.500g, 92% eram prematuros, 100% faziam uso
de cateter venoso central e 76% dos pacientes foram a ébito

Goel e colaboradores em uma pesquisa realizada em 2009 em UTIN indiana
detectaram uma ocorréncia de 8,1% de infeccbes sanguineas por espécies Candida. Sendo
a maior ocorréncia entre pacientes do sexo masculino. Todos 0s neonatos eram
considerados de muito baixo peso e receberam tratamento profilatico com antibidticos.
Outra associacdo relatada foi o uso de cateter venoso central em 71% dos pacientes
acometidos.

Em estudo conduzido por Al-Sweih e colaboradores (2009) em uma UTIN do
Kuwait, uma variedade de fatores de risco associados com o desenvolvimento de infeccao
invasiva por Candida em prematuros foram identificados, além do baixo peso e idade
gestacional, destacando que 87% das criancgas fizeram uso de dois ou mais antibi6ticos de
amplo espectro, além disso, 82% recebiam nutricdo parenteral, 78% faziam uso de cateter
venoso central e 54% tiveram colonizacdo prévia por espécies de Candida, principalmente

no reto e traquéia.

2.2. PRINCIPAIS ESPECIES DE CANDIDA ENVOLVIDAS EM INFEC(;@ES
INVASIVAS

De acordo com Mokaddas et al. (2000) a incidéncia de candidemia em pacientes
neonatos é frequente destacando-se as causadas por C. albicans. Apesar de esta espécie ser
historicamente a mais isolada, infecgdes causadas por espécies ndo-albicans tem sido
comumente diagnosticadas nos Ultimos anos, com destaque para C. parapsilosis, C.

tropicalis e C. glabrata (Agarwal et al., 2004).
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Em um estudo coreano conduzido por Lee e colaboradores (2007) entre o periodo
de 2001 a 2006, foi observada a seguinte distribuicdo de espécies envolvidas em
candidemia neonatal: C. albicans (56%), C. parapsilosis (23%) e C. glabrata (15%), sendo
C. albicans isolada mais frequentemente daqueles submetidos a intervencdo cirurgica, C.
parapsilosis a partir de recém-nascidos prematuros e C. glabrata daqueles que
apresentavam neutropenia.

Vendettuoli e colaboradores em 2008 também verificaram que C. albicans é a
principal espécie capaz de causar infeccdo hospitalar em UTIN, entretanto, outras espécies
ndo-albicans foram detectadas incluindo C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C.
glabrata. Porém em uma pesquisa multicéntrica realizada por Sastre e colaboradores. na
Espanha foi constatada a prevaléncia de C. parapsilosis (42%) dentre os agentes
etiologicos de candidemia em recém-nascidos, seguido por C. albicans (38,5%), C.
tropicalis (6,15%) e C. glabrata (4,6%).

Blyth et al. (2009) em um estudo realizado na Australia comparando neonatos,
criangas e adultos destacaram C albicans e C parapsilosis como espécies mais
frequentemente isoladas de neonatos e criangas. C parapsilosis foi significantemente mais
comum em neonatos (42,4%) e criancas (38,3%) contra 14,9% de ocorréncia em adultos.

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a principal via de transmisséo de C.
albicans é a vertical, de mde para filho (Saiman et al., 2001), causando rapidas e
progressivas infeccdes da corrente sanguinea (Lupetti et al., 2002).

De acordo com Castro et al. (2006) esta espécie €, sem duvida alguma, a mais
frequientemente isolada de infeccdes fangicas superficiais e invasivas em diferentes sitios
anatdbmicos e em casuisticas de todas as partes do mundo. Trata-se de uma levedura com
potencial patogénico bastante conhecido, apresentando como principais fatores de
viruléncia a capacidade de aderéncia a diferentes mucosas e epitélios, o dimorfismo com
formacdo de estruturas filamentosas que auxiliam a invasdo tissular, a termotolerancia
significativa, e a produgdo de enzimas como proteinases e fosfolipases. Vendetuolli e
colaboradores em 2009 destacaram C. albicans como sendo a principal espécie capaz de
provocar infec¢do hospitalar em UTIN.

De acordo com Pfaller et al. (2008a) C. parapsilosis é a espécie ndo-albicans mais
comumente isolada de culturas de sangue. Estudos laboratoriais tém demonstrado que C.
parapsilosis € menos virulenta do que C. albicans, no entanto, varios fatores tém
contribuido para uma maior distribuicdo dessa espécie, como a sua capacidade de se aderir
a materiais de proteses e de se proliferar rapidamente na presenca de altas concentragdes de

glicose. Além disso, isolados de C. parapsilosis formam biofilme com facilidade o que
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pode contribuir com sua capacidade de aderir a cateteres e causar infeccdes sistémicas em
recém-nascidos prematuros que fazem uso de nutricdo parenteral ou outros dispositivos
invasivos (Shin et al., 2001).

C. parapsilosis é encontrada freqlientemente na pele, sendo de transmissao
predominantemente exogena (Bonassoli et al., 2005). Sua ocorréncia é alta em criancas e
recém-nascidos prematuros internados em UTIs. Os fatores de risco associados a
transmissdo s&o a nutricio parenteral e uso prolongado de cateteres (Cano et al., 2005). E
responsavel por até um ter¢o das candidiases neonatais na América do Norte (Fridkin et
al., 2006) e por mais de um quarto de todas as infec¢fes fangicas invasivas em neonatos
de baixo peso nos EUA (Clerihew et al., 2007).

Trofa e colaboradores (2008) documentaram que C. parapsilosis  tem sido
considerada um patdgeno emergente, além de ser uma grande ameaca para o futuro,
especialmente entre recém-nascidos internados em UTIN. Os autores afirmaram ainda que
a tendéncia sera aumentar o numero de infecgdes por esta espécie, devido a frequente
colonizagdo das mdaos dos profissionais de saude e sua alta afinidade pela nutricdo
parenteral.

C. pelliculosa (teleomorfo Pichia anomala) é outra espécie de levedura,
frequentemente encontrado em frutas, exsudatos de arvores, solo, vegetais e outros
compostos organicos (De Hoog et al., 2000). Alguns estudos afirmam que C. pelliculosa
esta presente na microbiota transitéria da pele humana, garganta e sistema gastrointestinal.
Essa espécie apresenta baixa viruléncia e ndo € um patégeno comum nos seres humanos.
No entanto, pode levar a graves casos de infec¢des da corrente sanguinea. Ocasionalmente
tem sido relatada como agente de fungemia nosocomial em pacientes pediatricos,
imunocompetetentes e imunocomprometidos (Bakir et al. 2004).

Existem relatos de neonatos pré-termos colonizados por essa espécie em unidades
hospitalares, porém ainda ndo ha evidéncias diretas que demonstrem que a infeccdo esteja
relacionada com prévia colonizacéo (Kalkanci et al., 2010).

Alta prevaléncia em casos de candidemia no Brasil e no mundo também ocorrem
por C. tropicalis, cujo mecanismo de transmissdo é essencialmente enddgeno (Canton et
al., 2001). Essa espécie acomete com frequéncia, pacientes neutropénicos, que apresentam
como doencas de base neoplasias e doencas hematoldgicas ou que sejam receptores de
medula 6ssea (Leung et al., 2002). Considera-se que 50 a 60% dos pacientes colonizados
desenvolvam infecgdes sistémicas (Colombo e Guimarédes 2003). De acordo com Nucci e
Colombo (2007) candidemia por C. tropicalis € mais frequentemente observada em

pacientes com cancer e neutropenia; no entanto, em um estudo realizado pelos mesmos foi
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observado um cenario clinico diferente, sendo esta espécie encontrada também como causa
de fungemia em neonatos e pacientes ndo neutropénicos.

A terceira causa de candidemia na maioria dos paises da Europa, Asia e Américas
corresponde a C. glabrata (Pfaller e Diekema 2007). Caracterizada por uma alta taxa de
mortalidade e dificil tratamento devido a reduzida sensibilidade desta espécie aos
derivados azolicos, especialmente ao fluconazol. Vérios fatores de risco tém sido
identificados, como longo tratamento com antibidticos, presenca de cateter venoso central,
baixo peso ao nascer, prematuridade, sindrome do desconforto respiratério e o uso de
ventilacdo mecanica (Baradkar et al.,, 2008). O aumento na incidéncia de infeccdes
invasivas por esta espécie parece ser multifatorial, envolvendo o aumento do uso de
fluconazol como profilatico, especialmente em unidades de hematologia e transplante de
células, além de diferencas geogréaficas. Varios estudos relatam que estas infec¢bes sdo
mais comum em adultos do que nos individuos mais jovens,e raramente sao encontradas
em recém-nascidos (Malani et al., 2010).

InfeccBes hematogénicas e disseminadas também tém sido ocasionadas por C.
guilliermondii, espécie considerada emergente e que tem demostrado ser intrinsicamente
menos susceptivel a anfotericina B do que outras espécies do mesmo género (Pfaller e
Diekema 2004a). Em um estudo envolvendo 11 instituicdes brasileiras, C. guilliermondii
representou 2,4% dos 712 casos de candidemia diagnésticados (Colombo et al., 2006).

Investigagbes de surtos envolvendo C. guilliermondii, devem ser avaliadas
cuidadosamente, inclusive através de estudos moleculares em virtude desta espécie
apresentar caracteristicas morfologicas e bioquimicas indistinguiveis de C. famata
(Medeiros et al., 2007).

2.3 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

O aumento da incidéncia de micoses oportunistas tem sido acompanhado pelo
fendmeno de resisténcia aos antifungicos (Balkis et al., 2002), cujo uso através de
tratamentos empiricos e profilaxia de pacientes neutropénicos passou a ser um dos
principais fatores de selecdo de cepas resistentes (Mellado et al., 2002; Sanglard 2002).
Como consequéncia, tem emergido a necessidade de se realizar estudos de susceptibilidade
in vitro aos antifungicos que permitam predizer a evolugdo clinica dos pacientes com
infeccdo sistémica. Para algumas drogas, no entanto, dificuldades de deteccdo de
resisténcia e baixa correlacéo clinica sdo as maiores limitacbes dos métodos disponiveis

atualmente (Cuenca-Estrella e Rodriguez-Tudela 2002). A respeito das dificuldades
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metodologicas, em geral, os resultados obtidos nas provas de susceptibilidade tém utilidade
prética na clinica e epidemiologia das infec¢des fungicas invasivas (Perfect 2004).

Hé evidéncias que amostras de Candida isoladas de pacientes de UTIN apresentam
susceptibilidade diminuida aos agentes antifingicos, devido ao aumento expressivo do seu
uso (Roidiles et al., 2004). Neste contexto, a determinacdo da susceptibilidade antifungica
dos agentes etioldgicos € um passo importante na conducdo e eficacia do tratamento
(Pfaller e Diekema 2004b); no entanto, é necessario um tempo consideravel para isolar,
identificar os organismos e determinar seu perfil de resisténcia. O atraso no inicio do
tratamento antifungico aumenta o risco de morbidade e mortalidade em criancas, inclusive
neonatos, e também a probabilidade de contaminacdo cruzada (Avila-Aguero et al., 2005).

Geralmente as drogas de escolha para o tratamento de recém-nascidos acometidos
por candidemia sdo a anfotericina B pura ou combinada com fluocitosina, formulacao
lipossomal da anfotericina B ou flluconazol (Wurthwein et al., 2005). Contudo, o
desenvolvimento de uma nova geracdo de azdis e equinocandinas tem aumentado as
opcoes terapéuticas para o tratamento (Chapman 2007).

Uma série de novos agentes antifungicos estdo disponiveis para tratar candidemia
com base em ensaios clinicos em adultos. Ainda ha poucos estudos comparativos de
agentes antifungicos em recém-nascidos e criancas. Na pratica medica o tratamento para
esses pacientes se baseia em dados de ensaios clinicos de adultos. Os antiflngicos
comumente utilizados sdo anfotericina B, fluconazol, voriconazol e anidulafungina (Blyth
etal., 2011).

2.3.1 Anfotericina B

A anfotericina B, um antibiotico poliénico produzido naturalmente pelo
actinomiceto Streptomyces nodosus, foi inicialmente isolada em meados de 1955 (Gold et
al., 1956) e, desde entdo, apenas alguns agentes com ac¢do antifingica descoberta tornaram-
se viaveis para o tratamento das infecgdes fangicas sistémicas. Seu mecanismo de agdo é
baseado na interacdo especifica com o ergosterol, esterdide constituinte exclusivo da
membrana celular fangica, levando a formacéo de poros através de membranas lipidicas, a
alteracdo da permeabilidade celular permite, portanto, o escape de ions e metabdlitos,
principalmente ions de potassio, levando eventualmente a morte celular (Bolard et al.,
1993).

Mesmo com a sua elevada toxicidade e a introducdo de antifungicos azdlicos
sisttmicos na década de 1980, a poténcia, 0 espectro de acdo e os quase 50 anos de
experiéncia clinica tém assegurado que este antifingico permaneca como farmaco de

escolha no tratamento da maioria das micoses sistémicas (Dismukes 2000). Contudo, 0 seu
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uso fica limitado por problemas de tolerabilidade, salientando-se a nefrotoxicidade e as
reacOes ligadas a infusdo. A emergéncia de resisténcias a este farmaco também comeca a
ter relevancia clinica. Visando a diminuicdo da toxicidade deste antifingico tém sido
desenvolvidas formulacdes lipossomais, porém o custo destas é elevado e a penetracdo
renal pode ser menor (Zaoutiz et al., 2005).

Os limitados estudos de farmacocinética em recém-nascidos tém demonstrado
niveis terapéuticos recomendados de anfotericina em regime de administracéo intravenosa
de 0,5 a 1 mg / kg / dia, embora variabilidade individual significativa foi observada
(Chapman 2007).

Resisténcia a anfotericina B & incomum entre as principais espécies associadas
com infeccdo neonatal. Na populacdo adulta tem sido reportada frequentemente resisténcia
por isolados de C. lusitaniae, e ocasionalmente por C. parapsilosis (Chapman 2007).

Em um estudo utilizando-se cepas isoladas de pacientes hospitalizados em todo o
continente americano, C. albicans foi a espécie mais suscetivel a anfotericina B, verificado
pela concentracdo minima de 90% de inibicdo (CIMgp) de 1,0 mg/mL, seguida de cepas
resistentes de C. glabrata (CIMg 4,0 mg/mL), C. parapsilosis (CIMgy 4,0 mg/mL) e C.
krusei (CIMgy 8,0 mg/mL) (Pfaller et al., 2002).

No Rio Grande do Sul, Antunes e colaboradores (2004) avaliaram a suscetibilidade
de 120 isolados de candidemia utilizando procedimentos padronizados pelo CLSI (M27-
A2). Todos os isolados evidenciaram quanto a anfotericina B CIMs < lpg/mL,
considerados sensiveis. Recentemente, Colombo et al. (2006) num estudo multicéntrico
sobre candidemias, envolvendo 11 centros médicos do Brasil, avaliaram 712 isolados
frente & anfotericina B e ndo detecteram nenhum achado de resisténcia.

Na India, Sharman e colaboradores (2011) em um estudo com neonatos portadores
de candidemia, detectaram que houve 100% de sensibilidade a anfotericina B dentre os 56
isolados obtidos distribuidos entre as seguintes espécies: C. albicans (25%), C. tropicalis
(35,7%), C. glabrata (17,8%), C. parapsilosis (16%), C. guillermondii (3,5%) e C. krusei
(1,78%).

2.3.2 Fluconazol

Fluconazol é um antiflngico pertencente a familia dos triaz6is de primeira geracéo,
0 qual age atraves da inibicdo da enzima 14-a-esterol demetilase, necessaria para a
producdo de ergosterol, um componente importante da membrana celular fungica. E
importante ressaltar que os azdis sao fungistaticos, inibindo o crescimento celular, mas nao

sdo fungicidas (Chapman 2007).



23

O fluconazol, em infantes, é bastante utilizado para o tratamento de candidiase
orofaringea e sistémica, e nos ultimos anos também tem sido usado como tratamento
profilatico em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (Manzoni et al.,
2007). Esta droga é atualmente a principal alternativa a anfotericina B no tratamento de
candidiase neonatal e tem sido muito bem estudada nesta populagdo. Uma preocupacédo em
relacdo ao uso desta droga € o surgimento de resisténcia, principalmente entre as espécies
ndo-albicans como C. krusei e C. glabrata, recentemente também foi relatada a ocorréncia
de resisténcia em isolados de C . parapsilosis (Chapman 2007).

Krcmery et al. (2001) estudaram candidemias em neonatos e criancas durante a
terapia com fluconazol, sendo as Unicas espécies identificadas C. albicans e C.
parapsilosis. Ndo houve relato de resisténcia ao fluconazol, mas foi observado CIMs
ligeiramente maiores entre os isolados obtidos de pacientes, cuja fungemia se desenvolveu
seis dias ou mais tarde, ap6s a introducdo do tratamento profilatico.

Pfaller e colaboradores (2005) em um estudo mundial de 6,5 anos, verificaram
dentre os isolados testados que a atividade de fluconazol permanece elevada contra C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, apesar de ter sido observada resisténcia entre
isolados de C. tropicalis e a resisténcia foi consideravel entre isolados de C. glabrata.
Ainda em 2005, Sarvikivi e colaboradores relataram um caso incomum de cepas de C.
parapsilosis provenientes de neonatos internados em UTIN, resistentes ao fluconazol,
sendo a possivel causa o uso indiscriminado deste antifingico como profilatico no hospital
em estudo.

Em 2011, Sharman e colaboradores, em um estudo indiano envolvendo recém-
nascidos com candidemia, relataram a ocorréncia de resisténcia ao fluconazol em 17,8%
dos 56 isolados obtidos, ocorrendo dentre as espécies: C. tropicalis (5), C. albicans (2), C.
glabrata (1), C. parapsilosis (1), C. krusei (1).

2.3.3 Voriconazol

O voriconazol pertence a segunda geracao dos triazois que foi desenvolvida com o
objetivo de ampliar o espectro de atividade (Pfaller et al., 2000). A farmacocinética tém
sido estudada em criangas de 2 a 11 anos, mas ainda ndo estdo disponiveis para a
populagéo neonatal (Walsh et al., 2004b).

Apesar de mostrar uma boa eficacia contra espécies de Candida, recentemente
varios pesquisadores tém alertado em relagdo ao uso em pacientes expostos previamente
aos azois, devido ao potencial de resisténcia cruzada, especialmente com cepas de C.
glabrata resistentes ao fluconazol (Alexander et al., 2005). A relevancia clinica desta

resisténcia cruzada tem sido documentada em uma série de casos. Embora a maioria dos
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isolados resistentes sejam de C. glabrata, também foi verificada a ocorréncia de
resisténcia cruzada em C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (Alexander et al., 2005;
Panackal et al., 2006).

Pfaller e colaboradores (2005), em um estudo mundial, verificaram que voriconazol
continua bastante ativo contra espécies de Candida. E notavel, no entanto, que a resisténcia
a esta droga tem aumentado entre isolados de C. glabrata.

2.3.4 Anidulafungina

A anidulafungina faz parte de uma nova classe de agentes antifungicos, as
equinocandinas, que atuam ao nivel de parede celular, por inibicéo especifica do (1,3)-p-D-
glucana sintase, complexo enzimatico que forma polimeros glucano, um dos principais
componentes da parede celular de fungos. Como os mamiferos ndo possuem parede celular
0 risco de toxicidade € menor em relacdo aos polienos e azolicos. Resisténcia a
anidulafungina parece ser rara, mesmo entre os isolados resistentes ao fluconazol ou
anfotericina B. Esta droga foi bem estudada na populagdo adulta, mas os estudos de
farmacocinética e de tratamento ainda estdo em andamento e / ou em desenvolvimento na
populacdo neonatal (Odio et al., 2004).

Pfaller e colaboradores em 2005 avaliaram 2.500 isolados de Candida frente a
anidulafungina, que se mostrou muito eficaz contra as espécies deste género. C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. kefyr foram as espécies mais susceptiveis, equanto
C. parapsilosis, C. lusitaniae, e C. guilliermondii foram as que apresentaram menor
sensibilidade. Em um estudo conduzido por Reboli e colaboradores (2007) anidulafungina
mostrou eficacia de 15,4% maior contra espécies de Candida do que o fluconazol.

A administragdo segura da anidulafungina em criangas menores de dois anos ainda
esta sob investigacdo. Devido a falta de estudos de seu uso em infantes, at¢ 0 momento a

sua utilizacdo ndo é recomendada nesta populacdo (Cohen-Wolkowiez et al., 2009).
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3. FUNGEMIA POR CANDIDA PELLICULOSA (PICHIA ANOMALA) EM
UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA NEONATAL : UMA POSSIVEL ORIGEM
CLONAL !

! Fungemia by Candida pelliculosa (Pichia anomala) in a Neonatal Intensive Care Unit: A Possible Clonal
Origin. Artigo publicado na Mycopathologia - 2013.



26
FUNGEMIA POR CANDIDA PELLICULOSA (PICHIA ANOMALA) EM UNIDADE

DE TERAPIA INTENSIVA NEONATAL: UMA POSSIVEL ORIGEM CLONAL

Fungemia por Candida Pelliculosa (Pichia Anomala)

Carolina Maria da Silva®, Ana Maria Rabelo de Carvalho Parahym?®, Mariele Porto
Carneiro Ledo? Neiva Tinti de Oliveira?, Rosemary de Jesus Machado Amorim®; Rejane

Pereira Neves®"

*Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco, Av. Prof. Nelson Chaves, s/n°- Cidade Universitaria, 50670-420 Recife,
Brasil

® Departamento Materno Infantil, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Nelson

Chaves, s/n°- Cidade Universitaria, 50670-420 Recife, Brasil

*Autor correspondente:

Rejane P. Neves

Endereco: Av. Prof. Nelson Chaves, Cidade Universitaria, Recife-PE, Brasil. 51030-390
e-mail: rejadel@yahoo.com.br

Fax +55-8121268480; Tel: +55-81212684


mailto:rejadel@yahoo.com.br

27

RESUMO

Candidemia neonatal pode ocorrer, no entanto, infec¢des por Candida pelliculosa
sdo raras. NoOs descrevemos um surto de candidemia causado C. pelliculosa entre recém-

nascidos hospitalizados em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.

Palavras-chave: Candida pelliculosa, Pichia anomala, Candidemia, Neonatos,

Susceptibilidade antifungica.
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ABSTRACT

Neonatal candidemia can occur, however, infections caused by Candida pelliculosa are
rare. Here, we describe an outbreak of candidemia caused by C. pelliculosa among babies

hospitalized in a neonatal intensive care unit.

Key words: Candida pelliculosa, Pichia anomala, Candidemia, Neonates, Antifungal

Susceptibility.
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INTRODUCAO

A incidéncia de candidiase sistémica neonatal é associada a significante morbidade
e mortalidade [1]. Estudos epidemioldgicos de candidemia neonatal tém relatado altos
indices de mortalidade (30-60%), principalmente nos pacientes com baixo peso [2]. Além
da prematuridade, o uso comum de antibioticos de amplo espectro e de cateteres
intravenosos tornam 0s neonatos particularmente predispostos ao desenvolvimento de
candidemia. [3].

Dentre as espécies de Candida patogénicas aos humanos, C. albicans tem sido a
mais comumente associada com infeccdo neonatal. No entanto, relatos recentes tém
indicado um aumento no numero de surtos de infeccBes atribuidas a outras espécies de
Candida, incluindo Candida pelliculosa, teleomorfo Pichia anomala [4].

Infecgbes causadas por esta levedura sdo raras, mas tem ocorrido em criangas
prematuras e pacientes imunocomprometidos [5]. Este fungo é frequentemente encontrado
em frutos, solo e outros compostos organicos [6].

C. pelliculosa tem sido identificada como causa de infecgdes invasivas, sendo
fungemia a manifestacdo mais presente em alguns paises [7, 8]. Usualmente os pacientes
sdo tratados com anfotericina B ou fluconazol com bons resultados. Porém, falhas na
terapia podem ocorrer bem como casos de resisténcia aos antifingicos em pacientes que
fizeram profilaxia com fluconazol. As terapias antifingicas atuais utilizadas em neonatos
sdo associadas com crescente resisténcia, notavel toxicidade, interagdes medicamentosas e
limitado espectro de atividade. Neste contexto, determinar a susceptibilidade antifungica
do patdgeno é um importante passo para o tratamento efetivo [9]. O inicio tardio do
tratamento adequado pode aumentar o risco de morbidade e mortalidade em infantes [10].

NOs descrevemos um surto de fungemia em neonatos por C. pelliculosa, uma

possivel infeccdo de origem clonal e a atividade in vitro dos isolados.

PACIENTES E METODOS

A pesquisa foi realizada apds a aprovacdo do comité de ética em pesquisas do
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira sobre o0 registro
CAAE0246.0.099.000-10.

CASO 1
Lactente do sexo masculino nascido em fevereiro de 2010 com idade gestacional
de 37,2 semanas e peso de 3.460 gramas apresentando malformacéo congénita, colestase

neonatal, ictericia e anemia, foi hospitalizado na UTIN ap6s o nascimento. Em abril de
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2010 teve hemocultura positiva para fungemia, sendo o agente etioldgico identificado
como C. pelicullosa. Inicialmente foi tratadoo com fluconazol (6mg/kg) e posteriormente
com anfotericina B (0,5 mg/kg) por mais 15 dias. Apo6s o tratamento a sepse fungica foi
superada e o paciente recebeu alta hospitalar.
CASO 2

Recém-nascido gémeo (segundo na ordem de nascimento), sexo masculino nascido
em abril de 2010 com a idade gestacional de 26 semanas e 4 dias, e peso de 830 gramas.
Apresentava ictericia e sindrome do desconforto respiratério e permaneceu de abril a
setembro de 2010 na UTIN, apresentando no terceiro més de internacdo crescimento de C.
pelliculosa em hemocultura. O tratamento foi entdo, instituido com 28 dias de
fluconazol(6mg/kg) e por mais 21 dias com anfotericina B (0,5 mg/kg). A sepse fungica foi
superada, mas o bebé permaneceu internado até setembro de 2010, devido a desnutri¢do
grave, recebendo alta no referido més.
CASO 3

Neonato do sexo feminino nasceu prematuro em junho de 2010 com a idade
gestacional de 34 semanas e peso de 1390 gramas, com doenca cardiaca congeénita,
ictericia e anemia foi internado na UTIN por 10 dias apds o nascimento. No mesmo més
teve uma hemocultura positiva para fungo sendo identificada C. pelliculosa como agente
etiologico da fungemia. Foi tratada com fluconazol (6 mg/kg). A infeccdo foi superada e
0 paciente recebeu alta em agosto de 2010.
CASO 4

Recém-nascido prematuro do sexo feminino nascido em junho de 2010, pesando
1.690 gramas e com idade gestacional de 31 semanas e trés dias foi internado na UTIN
com ictericia, pneumotorax, sindrome do desconforto respiratorio e meningoencefalite. No
mesmo més teve um diagndstico positivo para candidemia causada por C. pelliculosa

sendo tratado com fluconazol (6 mg/kg) por 24 dias, apresentando resposta clinica

satisfatoria e alta em julho de 2010.
CASO5

Neonato prematuro do sexo feminino nasceu em junho de 2010, com a idade
gestacional de 29 semanas e peso de 840 gramas, apresentando um baixo indice de Apgar,
sendo entdo, internado na UTIN apds o nascimento. Apresentava meningoencefalite,
ictericia e sindrome do desconforto respiratério. Apds 23 dias de internamento apresentou
em hemocultura crescimento de C. pelliculosa sendo tratado com fluconazol (6 mg/kg)
durante 20 dias, apresentou boa resposta.
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Uma visdo geral dos casos e possiveis fatores de risco estdo apresentados na tabela

Em todos os casos, duas amostras de sangue foram coletadas assepticamente por
puncdo arterial dos pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal
(NICU) de um hospital pablico brasileiro entre abril/2010 — setembro/2012 (culturas de
diagndstico e controle de cura). A analise microbiolégica foi conduzida no Departamento
de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. As amostras foram processadas por
métodos padronizados (exame direto e cultura) de diagndstico micologico.

O exame direto das amostras clinicas foram realizados sem clarificante ou
coloragéo de Giemsa. Concomitantemente foram preparadas culturas em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud adicionado de cloranfenicol. As placas foram incubadas a 30 e
37°C, em atmosfera aerdbica por até 15 dias.

A identificacdo dos agentes etioldgicos foi realizada apos a purificacdo das culturas
através de caracteristicas macroscopicas (bordos, textura e coloracdo da frente e verso da
colnia, produgdo de pigmentos e tempo de crescimento), microscopicas (estruturas
reprodutivas e somaticas), fisiologicas (formacdo de ascOsporos) e biogquimicas
(assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio, fermentacdo de fontes de carbono e
producdo de acido acético) [11] bem como por técnicas moleculares através primers
espécie-especificos (P. Anom-F 5°-GAG GGT GGT GGC TTA CCTCT-3" and P. anom-R
5-AAA ATA CCT CTT CTA AAC CTG AG-3") [12].

O exame direto revelou inimeras células de levedura brotantes, ovais e hialinas em
todas as amostras avaliadas. O crescimento da cultura ocorreu em ambas as temperaturas
(30 e 37°C). Os agentes etioldgicos foram identificados de acordo com as caracteristicas
morfofisiologicas como C. pelliculosa, a taxonomia foi confirmada através de técnicas
moleculares como motrado na figura 1.

Para avaliacdo da similaridade foram utilizados marcadores ISSR: (GTG) 5(5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3") e M13 (5" -AGTCAGCCAAC-3"). A matriz de similaridade
binaria foi preparada utilizando o coeficiente de Jaccard pelo programa de computador
NTSYS (Numerical Taxonomy System of multivariate program) [13]. Dendogramas
foram contruidos pelo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetical
average).

Para todos os ensaios moleculares a cepa C. tropicalis ATCC750, recomendada
internacionalmente, foi utilizada como controle. Todos os isolados de C. pelliculosa foram

agrupados igualmente quando o primer GTG5 foi tuilizados. Com o primer M13 a cepa do
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caso 4 foi agrupada separadamente das demais. O perfil de bandas e dendogramas estéo
apresentados na figura 2.

Os testes de susceptibilidade frente a anfotericina B (UnitedMedical), fluconazol
(Pfizer), voriconazol (Pfizer) e anidulafungina (Pfizer) foram realizados pelo método de
microdiluicdo em caldo proposto pelo CLSI (Clinical Laboratories and Standards Institute)
de acordo com o ducumento M27-A3 (CLSI 2008). O controle de qualidade conduzido
através da inclusdo ao teste da cepa C. parapsilosis ATCC 22019 recomendada pelo CLSI.
Os resultados dos teste de susceptibilidade antifungica estdo demonstrados na tabela 2.

Os isolados foram estocados na Colecdo de Culturas URM do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, com o0s seguintes ndmeros:
6345, 6283, 6281, 6280 e 6279.

DISCUSSAO

Existem vérios relatos de infeccdo nosocomial cruzada atribuida a espécies de
Candida em UTINs (Kalkanci et al.,, 2010), no entanto, infeccBes invasivas por C.
pelliculosa tém sido raramente relatadas (Choi et al., 2010) e nosso estudo contribui com
importantes dados.

Kalkanci et al em 2010 relataram um surto de fungemia por C. pelliculosa em um
hospital turco entre quatro bebés hospitalizados na mesma UTIN; nosso relato possui
algumas similaridades ja que reportamos um surto de cinco casos de fungemia por C.
pelliculosa em neonatos da mesma UTIN. Todos os pacientes adquiriram a infeccdo apds a
admissdo na UITN; a transmissdo nosocomial de C. pelliculosasugere que a rota de
transmissdo pode ter vindo das maos dos profissionais de saude, do prdéprio ambiente
hospitalar araves da inalcdo de propagulos flngicos, ou por métodos invasivos como
nutrigdo parenteral.

Métodos moleculares sdo requeridos para demonstrar a possivel relacdo clonal entre
os isolados (Ergon et al., 2005). Andlises genéticas mostraram que todos os cincos isolados
foram positivos para o0 marcador GTGs e quatro foram positivos para o0 M13. O que sugere
gue em nosso estudo, quatro dos cinco isolados possuem a mesma origem clonal.

Quatro dos cinco bebés afetados eram prematuros: um deles com peso ao nascer
menor que 2,500g e trés com muito baixo peso ao nascer menor que 1,500g. Em um estudo
conduzido em uma UTIN indiana baixo peso ao nascer foi o fator de risco mais comum
para candidemia (79.09 %), seguido por prematuridade (67.27 %) 16]. Uma outra pesquisa

para fatores de risco em infec¢cbes por C. pelliculosa em neonatos conduzida por
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Chakrabarti et al. [7] demonstrou que baixa idade gestacional, muito baixo peso ao nascer
e longo tempo de parmanéncia em hospitais eram significantemente associados ao
desenvolvimento de fungemia.

Apesar de C. pelliculosa ser considerado um fungo emergente em infeccdes
hematogénicas, pesquisas sobre a sensibilidade as drogas antifingicas para esta espécie sdo
escassas (Maxwell et al., 2003; Barchiesi et al., 2005). Usualmente os pacientes s&o
tratados com fluconazol ou anfotericina B obtendo boa resposta terapéutica (Pfaller e
Diekema, 2004b).

Em um estudo anterior isolados de C. pelliculosa apresentaram boa sensibilidade a
anfotericina B, fluconazol e voriconazol (Matta et al., 2007), o que difere de nossos
resultados onde foi observada resisténcia ao voriconazol.

Os isolados frente a anidulafungina também apresentaram bom perfil de
sensibilidade, porém os estudos de farmacocinética desta droga ainda estdo em andamento
e / ou em desenvolvimento na populacdo neonatal (Odio et al., 2004) .

As infec¢Bes nosocomiais em neonatos por C. pelliculosa tem se mostrado com
grave curso clinico, contudo, o tratamento instituido apos testes de susceptibilidade
antifangica tem apresentado bons resultados, como observado em nosso estudo.
Anfotericina B e fluconazol foram capazes de promover cura dos nossos pacientes que

apresentaram fungemia por C. pelliculosa.
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Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR dos isolados de
Candida com par de primer espécie-especifico para Candida pelliculosa. Linhas de 1 a
5 correspondem aos isolados: 6345, 6283, 6281, 6280, 6279 linha B a ATCC 750 C.
tropicalis. M: 100-bp marcador de DNA.
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Tabela 1- Concentragdo inibitdria minima das cepas de Candida pelliculosa isoladas de
hemoculturas de neonatos hospitalizados em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal

CASO CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
(ISOLADO)
Anfotericina B Fluconazol Voriconazol Anidulafungina

CASO1 0,12 pg/ml (S) 4 pg/ml (S) 4 pug/ml (R) 0,06 pg/ml (S)
(6345)

CASO 2 0,03 pg/ml (S) 4 pg/ml (S) 4 png/ml (R) 0,12 pg/ml (S)
(6283)

CAS0 3 0,03 pg/ml (S) 4 pg/ml (S) 4 png/ml (R) 0,01 pg/ml (S)
(6281)

CAS0 4 0,03 pg/ml (S) 4 pg/ml (S) 4 ng/ml (R) 0,01 pg/ml (S)
(6280)

CASO 5 0,03 pg/ml (S) 4 pg/ml (S) 4 png/ml (R) 0,03 pg/ml (S)
(6279)

(S) Sensivel; (R) Resistente
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4. SUSCEPTIBILIDADE DE ISOLADOS DE CANDIDA
PROVENIENTES DE HEMOCULTURAS DE NEONATOS
HOSPITALIZADOS EM UNIDADES DE TERAPIA INTENSIVA A
ANIDULAFUNGINA?

2 Susceptibility of Candida isolates from bloodcultures of neonates hospitalized in Intensive Care Units to
anidulafungin. Artigo a ser submetido a Medical Mycology — USA.



38

SUSCEPTIBILIDADE DE ISOLADOS DE CANDIDA PROVENIENTES
DE HEMOCULTURAS DE NEONATOS HOSPITALIZADOS EM
UNIDADES DE TERAPIA INTENSIVA A ANIDULAFUNGINA

C.M. Silva'; A.M. R. Carvalho Parahym*; R.G. Lima-Neto’; M.B. Jucd’; R.P. Neves'

YUniversidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.
Hospital Agamenon Magalhdes, Recife, Brasil.

*Autor correspondente:

Rejane P. Neves

Endereco: Av. Prof. Nelson Chaves, Cidade Universitaria, Recife-PE, Brasil. 51030-390
e-mail: rejadel@yahoo.com.br

Tel: +55-8121268480; fax: +55-81212684


mailto:rejadel@yahoo.com.br

39

RESUMO

Candidemia tem se tornado frequente durante o periodo neonatal. Este aumento na
incidéncia tem levado a mudancas nas estratégias de terapia antifingica. Assim uma nova
classe de drogas, as equinocandinas, incluindo a anidulafungina tem sido desenvolvida.
Avaliamos a atividade antifingica in vitro da anidulafungina frente a espécies de Candida
obtidas a partir de hemoculturas provenientes de pacientes hospitalizados em unidades de
terapia intensiva neonatal. A concentracdo inibitoria minima foi determinada seguindo o
método de microdiluicdo indicado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute. Os
dados obtidos mostraram que todos os isolados foram sensiveis a anidulafungina, exceto
algumas cepas de C. parapsilosis. Anidulafungina pode ser uma alternativa de tratamento
para candidiases invasivas em pacientes internados em unidades de terapia intensiva. No

entanto, € preciso considerar a ocorréncia de resisténcia por C. parapsilosis.

Palavras-chave: Candida spp; Candidemia; Neonatos; Susceptibilidade antiflngica;

Anidulafungina.
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ABSTRACT

Fungal sepsis is becoming increasingly frequent during the neonatal period. This rising
incidence has led to major changes in strategies for antifungal therapy. For example, a new
class of drugs, the echinocandins, including anidulafungin has been developed. We
evaluated the in vitro activity of anidulafungin against Candida spp. obtained from blood
cultures of patients hospitalized in neonatal intensive care units. The minimal inhibitory
concentration of the isolates was determined using the microdilution method described by
the Clinical and Laboratory Standards Institute. The data obtained showed that all isolates
were susceptible to anidulafungin, except some strains of C.parapsilosis. Anidulafungin
can be used as an alternative treatment against invasive candidiases in patients from
neonatal intensive care units. Although is relevant to consider the occurrence of C.

parapsilosis resistance.

Key words: Candida spp.; Candidemia; Neonates; Antifungal susceptibility;

Anidulafungin.
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INTRODUCAO

A sepse fangica vem se tornando freqliente no periodo neonatal, principalmente
entre o0s recém-nascidos (RN) de muito baixo peso ao nascer. A incidéncia é inversamente
proporcional a idade gestacional e ao peso de nascimento. Além destes, outros fatores
estdo associados com a ocorréncia de fungemia como colonizacdo fldngica prévia
(especialmente de trato gastrointestinal), presenca de cateteres vasculares centrais e uso
anterior de nutricdo parenteral e solugdes lipidicas (Moreira 2005).

A candidemia apresenta impacto significativo em neonatos em relacdo ao aumento
de morbidade, do periodo de internacdo e custo. A incidéncia crescente das infeccdes
fangicas invasivas nas ultimas duas décadas, conduziu a altera¢cBes importantes nas
estratégias de terapéutica antifangica (Cunha et al., 2011).

Atualmente uma nova classe de drogas tém se destacado, as equinocandinas, sob
trés versdes: a caspofungina, a anidulafungina e a micafungina. Estes farmacos apresentam
algumas modificac¢Oes estruturais; contudo, todos tém exibido respostas similares quando
empregados no tratamento da candidemia (Cunha et al., 2011).

Ghannoum e colaboradores (2009) evidenciaram que as equinocandinas,
caspofungina e micafungina se comportam de forma similar entre si; porém,
diferentemente das demais, a anidulafungina possui uma cadeia lateral substituida por
outra de origem sintética a qual potencializou a atividade antifungica. Em geral, as
equinocandinas exibem uma potente atividade fungicida in vitro e in vivo contra espécies
de Candida, incluindo patégenos resistentes aos azolicos (Chen et al., 2010).

Anidulafungina € recomendada para o0 tratamento de candidemia
e candidiase esofagica em adultos neutropénicos. Esta é a Unica equinocandina que ndo
sofre metabolismo hepético, sendo lentamente degrada no plasma humano; ndo sendo,
portanto, necessario 0 ajuste da dosagem para prevenir insuficiéncia renal ou hepatica
(Arnold et al., 2010). No entanto, existem poucos estudos sobre esta droga entre pacientes
neonatais e pediatricos, muitas recomendacdes sobre 0 seu uso derivam de experiéncias em
adultos (Almirante e Rodriguez 2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antifingico in vitro da
anidulafungina frente a 30 isolados de diferentes espécies de Candida provenientes de

hemoculturas de neonatos internados em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTINS).
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MATERIAIS E METODOS
Isolados fangicos

Trinta isolados de espécies de Candida obtidos de hemoculturas provenientes de
recém-nascidos hospitalizados em UTINs foram analisados. As amostras clinicas oriundas
de pacientes internados em UTINs de dois hospitais publicos da cidade de Recife foram
encaminhadas ao Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) onde foram processadas para exame direto que foi procedido a fresco
e contrastado com tinta Nakin e cultura em meio agar Sabouraud (Difco) adicionado de
cloranfenicol (50 mg/l), sendo posteriormente incubadas a 30 e 35°C por até 15 dias. As
coldnias purificadas foram identificadas através da taxonomia cléssica (Barnett et al.,
2000; De Hoog et al., 2000) e automacéo pelo VITEK 2, totalizando onze isolados de
Candida albicans, onze C. parapsilosis, cinco C. pelliculosa, uma C. glabrata, uma C.
guilliermondii e uma C. tropicalis. Todas as cepas testadas foram preservadas sob 6leo
mineral (Sherf 1943) e estocadas na Colecdo de Culturas URM - UFPE.

Atividade antiftingica in vitro

Para a andlise in vitro da atividade antifungica da anidulafungina foi utilizado o
método de microdiluicdo em caldo de acordo com as instru¢cdes do documento M27-A3
(CLSI 2008). No ensaio foram incluidas linhagens do American Type Culture Collection
(ATCC), C. krusei ATCC6528 e C. parapsilosis ATCC22019, recomendadas pelo método.

O meio de cultura utilizado nos experimentos foi o0 RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
USA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio, e o pH ajustado com acido morfolino-
proposulfénico (MOPS; Sigma-Aldrich). O meio foi filtrado e esterelizado utilizando
membrana de filtragdo de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Germany).

A droga comercial, anidulafungina (Pfizer) foi diluida em dimetil-sulféxido
(DMSO0), sendo utilizadas dez concentracdes diferentes variando de 0,015 pg/ml a 8
pg/ml. Os isolados de Candida foram mantidos em meio dgar Sabouraud a temperatura de
30° C por 24 horas. Suspensdes dos isolados foram preparadas e as densidades foram
ajustadas de acordo com a escala 0.5 de Mc Farland e obtencdo de 90% de transmitancia
em espectrofotbmetro a 530 nm de comprimento de onda. O volume do in6culo foi
ajustado em 5 ml de salina esterilizada e posteriormente diluido em RPMI 1640 para uma
concentraco de 5 x 10° células/ml™.

Para os testes de susceptibilidade foram utilizadas placas de microtitulacéo
esterilizadas contendo noventa e seis pocos (TPP; Trasadingen, Switzerland). O indculo
foi adicionado aos pogos com a droga a ser testada e as placas foram incubadas a 35° C por

24 horas, sendo realizada a leitura visual da concentracdo inibitoria minima (CIM)



43

considerada como a concentracdo do poco em que ocorreu 100% de inibicdo relativa ao
crescimento do pocgo controle positivo. O isolado foi considerado resistente quando
apresentou CIM > 2 pg/ml.

RESULTADOS

Os resultados da avaliacdo da atividade antifungica estdo contidos na Tabela 1.
Todos os isolados de C. albicans, C. pelliculosa, C. glabrata, C. guilliermondii e C.
tropicalis foram susceptiveis a anidulafungina com concetracdes variando de 0,01 a 1
pg/ml. Foi observada resisténcia em sete dos onze isolados de C. parapsilosis que

apresentaram CIM > 2 pug/ml e dentre estes quatro apresentaram CIM = 8 pg/ml.

DISCUSSAO

Anidulafungina tem mostrado eficacia no tratamento de adultos com candidiase
esofagica ou sistémica apresentando atividade fungicida contra Candida spp. Os estudos
que avaliam a farmacocinética da anidulafungina em neonatos sdo raros, e os resultados
mostram-se similares aos dos obtidos com pacientes adultos (Cohen-Wolkowiez et al.,
2009). A utilizacdo deste antifingico em pacientes pediatricos e neonatais ainda estd em
fase de pesquisas. Desta forma a nossa pesquisa contribui com um maior conhecimento
sobre a atividade in vitro da anidulafungina frente a isolados flngicos provenientes de
neonatos com candidemia.

Um grande numero de isolados testados foi sensivel a anidulafungina, incluindo um
isolado de C. glabrata, que é uma espécie que tem sido relatada como resistente a drogas
azélicas. De acordo com Chapman (2007) resisténcia a esta droga € incomum, até mesmo
em isolados resistentes ao fluconazol e anfotericina B.

No entanto, neste estudo foi verificada a ocorréncia de resisténcia a anidulafungina
pela maioria dos isolados de C. parapsilosis, 0 que corrobora com os dados de Moudgal e
colaboradores (2005), que afirmam que anidulafungina apresenta uma reduzida atividade
antifangica in vitro contra C. parapsilosis quando comparada com outras espécies de
Candida.

Resisténcia a anidulafungina em Candida spp. tem sido associada
a CIMs elevados, mutacdes no gene FKS1 e falhas terapéuticas (Pfaller et al., 2008b).
Porém, a reduzida sensibilidade in vitro de C. parapsilosis ndo esta clara, pois alguns
pacientes infectados por esta espécie obtiveram boa resposta terapéutica atraves da terapia

com anidulafungina (Bennett e Johnson 2006).
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Existem poucos estudos sobre a resisténcia de C. parapsilosis a anidulafungina,
porém acredita-se que a baixa sensibilidade possa estar relacionada com a baixa viruléncia
desta espécie (Espinell-Ingroff et al., 2010). Este dado é bastante relevante visto que,
varios autores tém relatado o aumento da ocorréncia de infeccBes por esta espécie em
neonatos provenientes de UTINs (Trofa et al., 2008; Pfaller et al., 2008a).

Anidulafungina pode ser uma alternativa para o tratamento de recem nascidos
portadores de candidiases invasivas, mas ainda sdo necessarios mais estudos para assegurar
uma correta administracdo deste antifingico. A susceptibilidade antifingica in vitro foi
capaz de apontar resisténcia por isolados de C. parapsilosis, porém testes in vivo também

devem ser levados em consideracdo para analises futuras.
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Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) de isolados de Candida obtidos de
hemoculturas de neonatos provenientes de Unidades de Terapia Intensiva frente a

anidulafungina.

Registro

Espécie

CIM* (ug/ml)

Anidulafungina

6395
6394
6396
6397
6399
6410
6400
6401
6402
6414
6431
6392
6407
6408
6409
6406
6398
6404
6405
6429
6430
6411
6412
6345
6283
6281
6280
6279
6413
6403

Candida albicans
C. albicans
C. albicans
. albicans
. albicans
. albicans

. albicans

C

C

C

C

C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. glabrata

. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis

. parapsilosis

O O 0O 0O 000000

. parapsilosis
C. parapsilosis
C. pelliculosa
C. pelliculosa
C. pelliculosa
C. pelliculosa
C. pelliculosa
C. tropicalis

C. guilliermondii

*CIM — Concetracao Inibitéria Minima

0,01
0,12
0,12
0,03
0,01
0,06
0,12
0,12
0,06
0,06
0,01
0,03
2
0,25

A N B~ b~

(o]

0,06

0,12

0,01

0,01

0,03

0,06
1
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5. CANDIDEMIA EM NEONATOS: EPIDEMIOLOGIA E
SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO?

¥ Candidemia among neonates: Epidemiology and in vitro antifungal susceptibility a ser submetido a
Mycopathologia — Albany, NY, USA.
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RESUMO

Nas Ultimas décadas a incidéncia de candidiases invasivas em neonatos tem aumentado de
forma alarmante. Este aumento é devido a varios fatores, dentre estes: idade gestacional
inferior a 32 semanas, baixo peso ao nascer, utilizacdo de cateteres venosos centrais, uso
de nutricdo parenteral, bem como condigdes inerentes ao paciente. O conhecimento dos
fatores epidemioldgicos associados a esta infeccdo e do perfil de susceptibilidade
antifungica torna-se importante para uma melhor prevencdo, tratamento e progndstico.
Dessa forma os objetivos deste estudo foram diagnosticar candidemia em neonatos
provenientes de Unidades de Terapia Intensiva (UTINSs), avaliar as caracteristicas
epidemioldgicas e o comportamento dos isolados frente a antifungicos. Foram obtidas
amostras de sangue provenientes de neonatos internados em UTINs e posteriormente foi
procedido exame direto e cultura. As colbnias puras foram identificadas de acordo com as
caracteristicas taxondmicas classicas e moleculares. Testes de susceptibilidade in vitro
foram realizados utilizando o método de microdiluicdo em caldo, segundo o Clinical and
Laboratory Standards Institute. Foi diagnosticada candidemia em 30 dos 301 pacientes
avaliados. As espécies mais freqlientes foram C.albicans e C. parapsilosis. Entre os
acometidos 90% eram pré-termos, 60% do sexo masculino, 93,4% possuiam baixo peso ao
nascer e as condicGes clinicas mais associadas foram ictericia e sindrome do desconforto
respiratorio. A grande maioria dos pacientes fazia uso de dispositivo terapéutico invasivo,
destacando-se nutricdo parenteral e cateterismo umbilical . Quanto a susceptibilidade
antifungica todos os isolados foram sensiveis a anfotericina B, porém foi observada
resisténcia ao fluconazol e voriconazol, principalmente por espécies de C. albicans, e
alguns isolados de C. parapsilosis foram resistentes a anidulafungina. O conhecimento
destes dados aliado aos resultados de susceptibilidade antiflngica in vitro possibilitam uma
melhor prevencao e tratamento de fungemia neste grupo de pacientes.

Palavras-chave: Candidemia; Neonatos; Epidemiologia; Susceptibilidade antiflngica.
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ABSTRACT

In recent decades the incidence of invasive candidiasis in neonates has increased, this
incidence is due to several factors, including: gestational age less than 32 weeks, low birth
weight, use of central venous catheters, parenteral nutrition, as well as conditions attached
to the patient. The knowledge of epidemiological factors associated with these infections
and the antifungal susceptibility profile are important for better prevention, treatment and
prognosis. Thus the objectives of this study were to detect candidemia in neonates from
intensive care units (NICUs), evaluate the epidemiological characteristics and the behavior
of the isolates front of antifungal agents. Clinical samples were obtained from neonates
hospitalized in NICUs, after were preceded the direct examination and culture. The pure
colonies were identified according to taxonomic features. In vitro susceptibility tests were
performed using the broth microdilution method, according to the Clinical and Laboratory
Standards Institute. The diagnosis of candidemia was found in 30of 301 patients. The most
frequent species were C. albicans and C. parapsilosis. Among the affected neonates 90%
were preterm, 60% male, 93.4% had birth weight below 2.5 kg and the more commonly
associated conditions were jaundice and respiratory distress syndrome. The majority of
patients used invasive therapeutic device, especially parenteral nutrition and umbilical
catheterization. In the antifungal susceptibility all isolates were sensitive to amphotericin
B, but some resistance were observed to fluconazole and voriconazole, mainly by species
of C. albicans, and some isolates of C. parapsilosis were resistant to anidulafungin. The
knowledge of these factors combined with the results of in vitro antifungal susceptibility

allows better prevention and treatment of fungemia in this group of patientes.

Key words: Candidemia; Neonates; Epidemiology; Antifungal susceptibility.
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INTRODUCAO

A freqliéncia de candidemia em recém nascidos tem aumentado dramaticamente
nas Ultimas décadas, correspondendo de 8 a 10% das infeccGes sanguineas nosocomiais
(Pfaller, et al., 2006). Os principais fatores de risco associados a candidiase sistémica em
neonatos sdo: idade gestacional menor que 32 semanas, colonizacdo fungica prévia
(especialmente de trato gastrointestinal), presenca de cateteres vasculares centrais, uso
anterior de nutricdo parenteral e solugdes lipidicas, Apgar < 5 no quinto minuto (Moreira,
2005). O tempo de permanéncia hospitalar prolongado, destacando-se na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), bem como uso de antibioticoterapia de largo espectro e de
dispositivos terapéuticos medico-invasivos, também favorecem a ocorréncia de infeccdes
fangicas nosocomiais severas em recem-nascidos (Melo et al., 2009).

A mortalidade atribuida a sepse por espécies de Candida é alta, variando de 25 a
54% dos casos, podendo chegar a 70% em recém-nascidos de muito baixo peso (Pedroso e
Krebs, 2008).

A maioria dos fatores associados com o aumento do risco a infecg¢des fungicas esta
relacionada com as caracteristicas epidemioldgicas, incluindo clinica, dados demogréficos
dos recém-nascidos, prematuridade, condi¢cdo imunoldgica entre outras condigdes
(Manzoni et al., 2006). O conhecimento dos fatores epidemioldgicos destas infec¢bes
fangicas e teste de susceptibilidade in vitro com os agentes etiol6gicos podem auxiliar na
terapéutica a ser instituida.

No passado, as terapias disponiveis para o tratamento de infecgdes flngicas
invasivas em neonatos eram limitadas, no entanto a expansao de novas op¢des terapéuticas
pode trazer novas perspectivas (Chapman, 2007). Devido a complexidade dos pacientes
pediatricos com risco para infecgdes, sobretudo as de etiologia fungica e a diversidade de
patégenos fangicos, micoses oportunistas se apresentam como desafios consideraveis para
diagnostico e terapia. Alguns fungos ndo sdo susceptiveis as terapias padrdes e podem
requerer 0 uso de compostos antifungicos alternativos, uma vez que o tratamento
continuado com as drogas classicas induz o desenvolvimento de resisténcia e alto grau de
toxicidade (Walsh et al., 2004a).

Existem quatro classes de drogas antifingicas disponiveis no mercado para o
tratamento da candidiase sistémica: os polienos incluindo anfotericina B, os azo0is
(fluconazol e voriconazol), as pirimidinas fluorinadas (5-fluocitosina) e as equinocandinas

(caspofungina, micafungina e anidulafungina) (Frattarelli, et al., 2004).
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Desta forma os objetivos de nosso trabalho foram diagnosticar precocemente
infeccbes fungicas em neonatos, definir o perfil epidemiolégico e de susceptibilidade
antifungica dos agentes etiol6gicos.

MATERIAIS E METODOS

Obtenc¢do e manipulacéo das amostras clinicas

As amostras de sangue foram coletadas de 301 neonatos internados nas UTINs de
dois hospitais publicos do estado de Pernambuco entre o periodo de marco de 2010 a julho
de 2011. O projeto passou pela aprovagdo do comité de ética em pesquisa do Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP).

O material biologico a ser analisado foi coletado pelos profissionais de satde dos
referidos hospitais mediante solicitacio médica. Em seguida as amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), onde foram processadas para exame direto a fresco e contrastados
com Nankin., e para cultura em meio agar Sabouraud e agar “Brain Heart Infusion” (BHI)
adicionados de 50 mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri e mantidas a
temperatura de 30° C e 35° C por um periodo de até 30 dias. Apds o surgimento das
colonias, estas foram purificadas e, posteriormente, identificadas.

Purificacédo das culturas

As leveduras foram purificadas a partir de fragmentos da coldnia suspensos em
agua destilada esterilizada adicionada de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensdo 0,2mL
foi semeado por esgotamento na superficie do meio agar Sabouraud com antibi6tico
contido em placas de Petri. Posteriormente, as col6nias foram transferidas para tubos de
ensaio contendo meio agar Sabouraud com extrato de levedura (Barnnet et al., 2000; De
Hoog et al., 2000).

Identificacdo dos agentes etioldgicos

A identificacdo foi realizada com base na analise de parametros quanto as
caracteristicas macroscopicas (bordos, textura e coloracéo do verso e reverso das colénias,
producdo de pigmentos e tempo de crescimento), microscopicas (estruturas somaticas e
reprodutivas), fisioldgicas, bioquimicas (assimilacdo de compostos de carbono e
nitrogénio, fermentacdo de fontes de carbono e producdo de acido acético) (Barnett et al.,
2000; De Hoog et al., 2000) e producéo de urease, (Lacaz et al., 2002) . Quando necessario
também foram utilizadas técnicas de biologia molecular utlizando primers espécie-

especifico para confirmacdo taxondmica.
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Aspectos epidemioldgicos

Os parametros epidemioldgicos avaliados foram: idade gestacional, sexo, peso ao
nascer, condi¢fes clinicas associadas, uso de dispositivos terapéuticos medico-invasivos,
agentes etioldgicos identificados, e nimero de 6bitos entre os portadores de candidemia.
Susceptibilidade antifungica in vitro

Os testes de susceptibilidade in vitro foram realizados segundo o método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com a padronizacdo publicada nos documentos M27-
A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (2008).

No ensaio foram incluidas linhagens do American Type Culture Collection
(ATCC), recomendadas pelo método: Candida krusei ATCC6528 e C. parapsilosis ATCC
22019.

Dois pocos controles, isentos de antifangico e fungos, foram incluidos no ensaio, sendo
um controle positivo (com adi¢cdo do isolado) e outro controle negativo (sem adi¢do dos
isolados).

Solucdes estoque de anfotericina B e anidulanfungina foram preparadas utilizando
como diluente o dimetisulfoxido (DMSO). A diluicdo de fluconazol e voriconazol foi
preparada com agua deionizada.

O meio de cultura utilizado foi o0 RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) com L-glutamina, 2,0g/L de glicose, sem bicarbonato
de sddio e tamponado com acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) a
concentracdo final de 0,165 mol/L e pH 7,0.

Preparacdo do indculo

Das colbnias de leveduras crescidas por um periodo de 24 horas em meio agar
Sabouraud, foram preparadas suspensées em 5mL de solucdo salina estéril 0,145 mol/L
(8,59/L NaCl; salina a 0,85%) cuja concentracdo final obtida foi de 10° cels/mL, cuja
densidade celular foi ajustada em espectrofotdmetro com comprimento de onda a 530 nm.
A suspenséo de trabalho foi ajustada na diluicdo 1:100 seguida de uma diluicdo de 1:20 da
suspensdo-padrdo em meio RPMI 1640, resultando na concentragdo de 5,0 x 10% a 2,5 x
10° células por mL.

Teste de susceptibilidade in vitro

Para o teste da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), foi utilizado 0,1 mL de cada
droga nas concentragdes: anfotericina B (0,03 a 16 pg/mL), anidulafungina (0.01 a 8

pg/ml) , voriconazol (0.03 a 16 pg/ml) e fluconazol (0,12 a 64 pg/mL). As placas foram



53

mantidas a 35°C e a determinacdo da concentragéo inibitoria minima dos antifungicos foi
realizada por observacdo visual a cada 24h durante dois dias.

O CIM para a anfotericina B e anidulafungina foi representado pelo pogo onde
ocorreu 100% na inibicdo do crescimento fungico, para o voriconazol e o fluconazol pelo
poco que correspondeu a inibicdo de 50% do crescimento, em relacdo ao controle. Na
leitura 0 fungo foi considerado resistente quando apresentou CIM > 1 pg/ml para
anfotericina B, CIM > 32 pg/mL para o fluconazol, CIM > 1 pg/mL para voriconazol e

CIM > 2 pg/mL para anidulafungina.

RESULTADOS

Foram obtidas amostras de sangue provenientes de 301 neonatos internados em
UTINs. Destas amostras foram obtidas 30 culturas positivas para espécies de Candida
provenientes de 30 pacientes diferentes, o que implica numa ocorréncia de
aproximadamente 10%, dentre estes 23,3% foram a 6bito.

O diagnostico micologico foi baseado na presenca de estruturas em parasitismo nas
amostras de sangue ao exame direto e no isolamento de Candida em cultura pura (Figura
1). Dos isolados identificados, onze foram C. albicans, contudo dentre as espécies nao
albicans a mais prevalente foi C. parapsilosis com onze isolados, seguida por C.
pelliculosa (5 isolados), C. glabrata (1 isolado), C. guilliermondii (1 isolado) e
C.tropicalis (1 isolado).

Entre os acometidos, 90% eram prematuros (idade gestacional inferior a 37 semanas)
com idade gestacional média de 31,4 semanas. O sexo mais acometido foi o masculino
com 60% das ocorréncias.

A maioria dos neonatos com candidemia eram considerados de baixo peso, sendo a
média de 1,5 kg. As condicdes clinicas mais frequentemente associadas foram ictericia e
sindrome do desconforto respiratdrio, porém outras condi¢des foram relatadas como
apresentado na Figura 2.

O uso de alimentagdo parenteral esteve presente em 99,6% dos neonatos com
candidemia, cateterismo umbilical em 73,3%, cateter venoso central (CVC) em 56,7% e
cateter central de insersdo periférica (PICC) em 53,3%.

Foram avaliadas as concentragdes inibitorias minimas (CIM) dos 30 isolados frente a
quatro antifungicos (anfotericina B, fluconazol, voriconazol e anidulafungina), segundo a
metodologia de microdiluicdo em caldo, os resultados estdo demonstrados na Tabela 1.

Todos os isolados foram sensiveis a anfotericina B. Os isolados de C. albicans foram
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aqueles que apresentaram CIM mais elevados para fluconazol e voriconazol. C.

parapsilosis em alguns casos, se mostrou resistente a anidulafungina.

DISCUSSAO

De acordo com o estudo apresentado candidemia esteve presente em
aproximadamente 10% dos neonatos internados em UTINs. Stoll e colaboradores, em
2002, destacaram o aumento da prevaléncia de fungos nos casos de septicemia de origem
hospitalar em UTIN, estando Candida spp. envolvida em 12% dos casos. Contudo, em um
estudo realizado seis anos antes, 0S mesmos autores destacaram uma incidéncia de 9%. A
mortalidade observada dentre os portadores de candidemiaem nossa pesquisa foi de 23,3%,
um pouco inferior a relatada por Benjamin, et al. (2003b) que afirmaram que esta pode
variar entre 25 e 54%.

Pedroso e Krebs (2008) em um periodo de dez anos de pesquisa em uma UTIN
observaram a ocorréncia de candidiase sisttmica em 26,7% dos recém nascidos com
menos de 1,5 kg e uma predominancia no sexo masculino (65%). Em nossas pesquisas
também houve uma predominancia do sexo masculino (60%). De acordo com Stevenson,
et al., (2000) nascem mais meninos deprimidos do que meninas, o que é evidenciado por
escores de Apgar mais baixos e maior ocorréncia de sindrome do desconforto respiratorio.
Especula-se que a maior sobrevivéncia de meninas seja devido a selecdo natural, que
poupa a linhagem mais importante na perpetuacao da espécie.

Em um estudo conduzido por Al-Sweih e colaboradores (2009) em uma UTIN do
Kuwait, uma variedade de fatores de risco associados com o desenvolvimento de infec¢éo
invasiva por Candida em prematuros foi identificada, além do baixo peso e idade
gestacional, destacando que 82% recebiam nutricdo parenteral e 78% faziam uso de
cateter venoso central, o que também estd de acordo com resultados obtidos em nossa
pesquisa.

Em relacdo a susceptibilidade antifingica, todos os isolados foram sensiveis a
anfotericina B. Resisténcia a esse antifungico é incomum entre as principais espécies
associadas com infeccdo neonatal (Chapman, 2007). Na india, Sharman e colaboradores
(2011) em um estudo com neonatos portadores de candidemia, detectaram que houve
100% de sensibilidade a anfotericina B.

Algumas cepas de C. albicans foram resistentes simultaneamente ao fluconazol e

ao voriconazol. Alguns autores afirmam gque em pacientes que sdo expostos ao fluconazol,
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possuem potencial de desenvolver resisténcia cruzada ao voriconazol (Alexander, et al.,
2005).

Candida parapsilosis e C. guilliermondii foram as espécies que apresentaram CIMs
mais elevados frente a anidulafungina, sendo sete das onze cepas de C. parapsilosis
consideradas resistentes. Este fato ja tinha sido relatado na literatura por Pfaller e
colaboradores em 2005 em uma avaliagdo com 2.500 isolados de Candida frente a
anidulafungina, que se mostrou muito eficaz contra as espécies deste género. C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. kefyr foram as espécies mais susceptiveis, equanto
C. parapsilosis e C. guilliermondii foram as que apresentaram menor sensibilidade.

A partir dos resultados obtidos inferimos que pacientes prematuros, de baixo peso e
que fazem uso de dispositivos invasivos sdo 0s mais acometidos. O conhecimento desses
dados aliados aos resultados de susceptibilidade antifungica in vitro possibilitam uma

melhor prevencao e tratamento destas infecces.

AGRADECIMENTOS
Agradecemos ao Conselho Nacional de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
(CNPqg) pelo financiamento e a Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) por

disponibilizar a infraestrutura para realizacdo deste trabalho.



56

Figura 1. A — Células de leveduras brotantes, ovais e hialinas em amostra de sangue,
observadas ao exame direto; B — Cultura de Candida ap06s cinco dias de crescimento a

35°C.
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Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) de isolados de Candida obtidos de
hemoculturas de neonatos provenientes de Unidades de Terapia Intensiva frente a
anfotericina B, fluconazol, voriconazol e anidulafungina.

CIM* (ug/ml)

Registro Espécie Anfotericina B Fluconazol Voriconazol  Anidulafungina
6395 Candida albicans 0,12 64 16 0,01
6396 C. albicans 0,12 64 16 0,12
6394 C. albicans 0,06 64 4 0,12
6399 C. albicans 0,03 64 16 0,01
6397 C. albicans 0,03 8 4 0,03
6410 C. albicans 0,06 64 16 0,06
6400 C. albicans 0,03 4 16 0,12
6401 C. albicans 0,03 4 16 0,12
6414 C. albicans 0,12 0,25 0,03 0,06
6431 C. albicans 0,06 4 16 0,01
6402 C. albicans 0,25 64 16 0,06
6392 C. glabrata 0,03 0,5 0,5 0,03
6407 C. parapsilosis 0,03 4 2 2
6408 C. parapsilosis 0,03 1 0,25 0,25
6406 C. parapsilosis 0,03 4 4 8
6403 C. guilliermondii 0,03 0,5 0,5 1
6409 C. parapsilosis 0,25 2 1 8
6398 C. parapsilosis 0,03 0,12 0,03 4
6404 C. parapsilosis 0,03 0,25 1 4
6405 C. parapsilosis 0,06 0,25 1 2
6429 C. parapsilosis 0,25 0,25 0,12 4
6430 C. parapsilosis 0,03 0,5 0,03 0,12
6411 C. parapsilosis 0,06 0,12 0,03 8
6412 C. parapsilosis 0,5 0,5 0,12 8
6283 C. pelliculosa 0,03 4 4 0,12
6281 C. pelliculosa 0,03 4 4 0,01
6280 C. pelliculosa 0,03 4 4 0,01
6279 C. pelliculosa 0,03 4 4 0,03
6345 C. pelliculosa 0,12 4 4 0,06
6413 C. tropicalis 0,12 4 16 0,06

*CIM — Concentracao Inibitdria Minima
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6. CONSIDERACOES GERAIS

As infeccBes flangicas invasivas sdo freqlientes em neonatos, permanecendo as
espéecies de Candida como as mais isoladas. Pacientes prematuros, de baixo peso e que
fazem uso de dispositivos invasivos sdo 0s mais acometidos. Frequentemente as condicdes
clinicas associadas com o desenvolvimento de candidemia sdo ictericia e sindrome do
desconforto respiratorio. Desta forma, o conhecimento destes dados epidemioldgicos é de
grande relevancia para possibilitar prevencédo e um prognéstico mais favoravel da doenca.

Testes de susceptibilidade antifungica in vitro possibilitam uma melhor prevencéo e
tratamento destas infeccGes, uma vez que direcionam a escolha do tratamento mais
indicado, no entanto como foi verificado nesta pesquisa, resisténcia & antifingicos por

espécies de Candida pode ocorrer.
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ANEXOS



Formuléario Epidemiolégico

Registro:
Data de nascimento:
Idade Gestacional:

Peso:

Tipo de parto:

Doenca de base: Uso de dispositivos medico-terapéuticos
( ) Apnéia 1. Ventilagdo mecénica— ( ) Sim ( )Nao

( ) Cardiopatia Data de inicio:

( ) Distarbio metabolico

( )Enterocolite necrotizante 2. Cateter venoso central — ( ) Sim ( )Nao
( ) Hemorragia intra-craniana Data de inicio:

( )lctericia

( ) Mé& formagéo 3. Nutricéo parenteral — ( )Sim ( )N&o

( ) Sepse precoce Data de inicio:

( )Sepse tardia

( )Sindrome do desconforto respiratorio 4. Infusdo de Intralipideos ( )Sim ( )N&o
( )Sindrome genética Data de inicio:
( )Tocotraumatismo

( ) Outra:

Uso de medicac6es: Ndo ( ) Sim () Qual?

Dados maternos

Idade:

Relato de aborto: Ndo ( ) Sim ()

Doenga materna cronica: N&o ( ) Sim ( ) Qual?

Uso de medicamentos durante a gestacdo: Nao ( ) Sim ( ) Qual?

Uso de drogas licitas ou ilicitas durante a gestacdo: Néo ( ) Sim () Qual?
Ruptura prematura da menbrana: Nao ( ) Sim ()
Febre intraparto: N&o ( ) Sim ( ) Temperatura?

Candidiase materna: Néo ( ) Sim ()






