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RESUMO

Objetivo: Verificar a relagcado da micobiota presente na cavidade oral de pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva neonatal e pediatrica (UTIN e UTI-
ped) de Maternidades e Hospitais Infantis Publicos/Privado de Manaus e a
ocorréncia de fungemia. Métodos: Trata-se de um estudo realizado em 04
unidades hospitalares (maternidades e hospitais infantis), cujo publico-alvo foram
neonatos, lactentes e criancas internadas em unidades de terapia intensiva entre
julho e novembro de 2021. Com abordagem descritiva e longitudinal, o perfil
epidemioldgico e clinico foi investigado por meio de prontuarios médicos. As
leveduras presentes na regido orofaringea foram identificadas através de
metodologia convencional e molecular, bem como, utilizou-se a técnica Multilocus
Sequence Typing (MLST) para andlise e correlacdo dos genétipos de Candida
albicans e Candida tropicalis isolados da cavidade oral e de hemoculturas
provenientes de pacientes infantis com fungemia. Resultados: Participaram da
pesquisa 107 pacientes infantis. Em UTIN observou-se que a maioria dos
pacientes neonatos eram prematuros, de baixo peso, sexo masculino, com idade
gestacional média de 33,9 semanas, nascidos de parto cesariana e um percentual
de Obitos de 12%. Na UTI pediatrica (lactentes e criancas) houve predominancia
do género masculino, raca/cor parda, idade média de 02 meses e 03 anos,
respectivamente, cujo motivo de internagcdo mais frequente foi a pneumonia. A
espécie C. albicans foi a levedura mais isolada da cavidade oral, visto que em
UTIN C. albicans, C. parapsilosis e C. haemulonis foram de maior ocorréncia e em
UTI-ped houve isolamento majoritario de C. albicans e C. tropicalis. De modo geral,
05 pacientes apresentaram fungemia, sendo 04 neonatos com idade média de 28
dias de vida, idade gestacional média de 31,5 semanas (pré-termo precoce), Sexo
feminino, raca parda e peso médio de 1339 g, na qual sepse, prematuridade e
pneumonia foram os motivos de internacdo mais relatados. Candida albicans foi a
levedura mais isolada de hemoculturas positivas, seguida de C. tropicalis e
Cyberlindnera fabianni. Ademais, o genétipo mais comum de C. albicans foi o
DST435, tanto em mucosa oral quanto em corrente sanguinea e para C. tropicalis
identificou-se o DST147. E ao correlacionar leveduras da cavidade oral e corrente
sanguinea por meio da técnica MLST, constatou-se 02 pacientes com DSTs
idénticos de C. albicans em ambos os sitios, dado que, um DST identificado
configura provavelmente como novo gendtipo. Concluséo: Observou-se perfis
epidemiologicos distintos para cada faixa-etaria, embora os motivos de internacao,
comorbidades e uso de dispositivos hospitalares apresentarem similaridades. A
espécie C. albicans foi a levedura predominante na regido orofaringea e de
hemoculturas, assim como, identificou-se através do MLST diversidade genética
na regido oral de pacientes infantis criticos. Por fim, dois neonatos apresentaram
genotipos de C. albicans idénticos em cavidade oral (colonizacdo prévia) e
corrente sanguinea, tal fato representa uma evidéncia de que a cavidade oral pode
servir como fonte para o acometimento de fungemia.

Palavras-chave: Unidade de Terapia Intensiva Neonatal, Unidade de Terapia
Intensiva Pediatrica; Fungemia; Cavidade oral; Tipagem de Sequéncia Multilocus.



ABSTRACT

Objective: To verify the relationship between the mycobiota present in the oral
cavity of patients hospitalized in Neonatal and Pediatric Intensive Care Units (NICU
and ICU-ped) of Maternity Hospitals and Public/Private Children's Hospitals in
Manaus and the occurrence of fungemia. Methods: It is treated of a study
performed at four hospital units (maternity and children's hospitals), whose target
public were neonates, infants and hospitalized children in intensive care units from
July to November 2021. Utilizing a descriptive and longitudinal approach, the
Epidemiological and clinical profile was investigated with consulting medical
records. The yeasts present in the oropharynx were identified by means of
conventional and molecular methodology, just as The Multilocus Sequence Typing
(MLST) technique was used for analysis and correlation of Candida albicans and
Candida tropicalis genotypes isolated stemming the oral cavity and blood cultures
from children with fungemia. Results: 107 child patients participated in the
research. In the NICU, it was observed that most newborn patients were premature,
low weight, male, with a mean gestational age of 33.9 weeks, born by cesarean
section and a percentage of deaths was 12%. In the pediatric ICU (infants and
children) there was a predominance of males, mixed race/color, mean age of 02
months and 03 years, respectively, whose most frequent reason for hospitalization
was pneumonia. The species C. albicans was the most isolated yeast from the oral
cavity, since in NICU C. albicans, C. parapsilosis and C. haemulonis were more
frequent and in the ped-ICU there was a majority isolation of C. albicans and C.
tropicalis. In general, 05 patients presented fungemia, being 04 neonates with a
mean age of 28 days of life, mean gestational age of 31.5 weeks (early preterm),
female, mixed race and mean weight of 1339 g, in which sepsis, prematurity and
pneumonia were the most reported reasons for hospitalization. Candida albicans
was the preponderant isolated yeast from positive blood cultures, followed by C.
tropicalis and Cyberlindnera fabianni. Furthermore, the most common genotype of
C. albicans was STDA435, both in the oral mucosa and in the bloodstream, and
STD147 was identified for C. tropicalis. Therefor when correlating yeasts from the
oral cavity and bloodstream through the MLST technique, it was found 02 patients
with identical STDs of C. albicans at both sites, since an identified STD is likely to
be a new genotype. Conclusion: Different epidemiological profiles were observed
for each age group, although the reasons for hospitalization, comorbidities and use
of hospital devices were similar. The species C. albicans was the predominant
yeast in the oropharyngeal region and blood cultures, as well as genetic diversity
was identified through the MLST in the oral region of critically ill children. Finally,
two neonates had identical C. albicans genotypes in the oral cavity (previous
colonization) and bloodstream, this fact represents evidence that the oral cavity can
serve as a source for fungemia involvement.

Key words: Neonatal Intensive Care Unit; Pediatric Intensive Care Unit; Fungemia;
Oral cavity; Multilocus Sequence Typing.
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1 INTRODUCAO

O cuidado integral e adequado a recém-nascidos e criangas
hospitalizadas em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal e Pediatrica
(UTIN/UTI-ped) tem sido um dos desafios para reduzir os indices de mortalidade
infantil no Brasil. Tal fato, justifica-se pela vulnerabilidade dos mesmos em
adquirir doencas, procedimentos invasivos e pelo aparecimento de
microrganismos resistentes nestes ambientes, uma vez que infecgbes flngicas
sistémicas apresentam um crescimento significativo como causa de 6bitos em

pacientes infantis.

Pacientes pediatricos e principalmente neonatais hospitalizados séo
considerados uma populacdo suscetivel a fungemia, pois apresentam
singularidades inerentes nesta fase da vida. A candidemia em recém-nascidos é
conhecida como a terceira causa de sepse tardia em UTIN, a nivel mundial,
apresentando mortalidade de 15% a 59%, bem como, pacientes pediatricos onde
a taxa global de mortalidade intra-hospitalar varia de 15,8% a 47%,
especialmente na América Latina com elevado percentual de 45%. No entanto,
pesquisas nos Estados Unidos e Unido Europeia observaram um declinio na
incidéncia de sepse flngica nestes pacientes devido a estudos epidemiolégicos
e implementacdo de medidas preventivas, porém, afirmam que a evolucéo para
Obito ainda é um fator critico (GONDIM et al., 2009; MOTTA et al., 2017; PANA
et al.,, 2017; WALSH et al., 2019).

A espécie Candida albicans, importante agente de fungemia, é
considerada um patégeno potencial em ambientes nosocomiais, pois demonstra
predominio de 60% em isolados positivos de hemocultura. Entretanto, as
espécies nao-albicans tem emergido no cenario mundial, a saber: C.

parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei (XAVIER et al., 2008).

Concomitantemente, a cavidade oral de pacientes que estéo internados
em UTI e sob terapia medicamentosa prolongada, apresentam suscetibilidade a
alteracdes orais e predisposi¢do a infec¢des fungicas oportunistas. Durante o
periodo de internacdo, ha alteracdo na composicdo da microbiota oral, com



predominio de microrganismos anaerobios gram-negativos e leveduras
(principalmente género Candida). A colonizacdo e infeccdo por fungos na
cavidade bucal sédo reconhecidas por serem possiveis fatores predisponentes ao
desenvolvimento de fungemia, tal fato, deve-se a provavel disseminagao no trato
gastrointestinal, que por sua vez, atinge a via hematogénica. Em mucosa oral de
neonatos criticos a colonizacdo ocorre em 50% na primeira semana de
hospitalizacdo, e em criancas a presenca de superficies dentais e biofilme
favorecem essa interacdo (STRAMANDINOLI et al., 2009; SIMOES et al., 2013;
ARAUJO et al., 2013; TULIO et al., 2018).

Em estudo elaborado por Batista et al. (2014) durante o periodo de 6
meses, em UTIN de um hospital publico de Sao Paulo, observou-se uma
populacdo de 125 recém-nascidos, dentre os quais, 12 pacientes apresentaram
colonizacéao oral persistente e suspeita clinica de sepse. Através do processo de
genotipagem por PFGE, encontrou-se concordancia entre as espécies de
leveduras da mucosa bucal e no sangue em 6 recém-nascidos que
apresentaram, simultaneamente, colonizag&o oral e septicemia e por fim, 4 dos

pacientes que apresentaram leveduras em concordéancia, foram a oébito.

Conforme avanca a biologia molecular, técnicas de genotipagem estédo
sendo aperfeicoadas para caracterizacéo e conhecimento acerca das estruturas
genéticas dos microrganismos. Estes métodos sdo importantes para
entendimento das relacdes genéticas, similaridade entre isolados, origem das
cepas (enddgena ou exdégena) e transmissao das infeccées (WU et al. 2015). A
técnica de genotipagem Multilocus Sequence Typing (MLST) atende a esse
propésito. O MLST é uma ferramenta da epidemiologia molecular, baseada no
sequenciamento de DNA, especificamente na analise do polimorfismo de
nucleotideos. Tal procedimento apresenta alta resolutividade, elevado indice de
discriminacéo entre cepas. Essa técnica é eficiente para a tipagem molecular de
C. albicans e de espécies nao-albicans, pois compreende a dinamica e a
epidemiologia entre as espécies, sobretudo em ambientes hospitalares (CLIFF
et al., 2008; TSAIl et al., 2015).

Baseado na relevancia do tema, o presente estudo tem como objetivo
verificar a relagdo da micobiota presente na cavidade oral de pacientes



internados em UTI neonatal e pediatrica de maternidades e hospital publico
infantil de Manaus, associada a ocorréncia de fungemia, através da técnica

molecular Multilocus Sequence Typing (MLST).



10

2 JUSTIFICATIVA

A fungemia representa um dos principais problemas de salde publica em
nivel de atencédo terciaria, sendo um assunto de interesse global devido as
graves implicacfes aos pacientes e instituicdes, sendo as espécies de Candida
as principais responsaveis pela morbidade e mortalidade de pacientes infantis.
Este puablico apresenta maiores riscos as infecgbes fungicas em razdo dos
inUmeros fatores endégenos e exdgenos associados ao ambiente hospitalar.

Segundo dados da ANVISA (2016) a Candida foi o principal agente de
infeccdo primaria da corrente sanguinea em pacientes pediatricos internados em
UTI na regido Norte do Brasil. Outrossim, em 2018, o mesmo foi notificado como
patdgeno responsavel pela candidemia em pacientes neonatais e pediatricos, a
nivel nacional. Diante disso, € importante os estudos epidemiolégicos regionais
que abordem esta problematica no estado do Amazonas, a fim de propor

estratégias e medidas preventivas para melhorar as acées de saude locais.

A micobiota oral destes pacientes apresenta elevada colonizacdo e
diversidade de microrganismos, principalmente leveduras de Candida albicans e
0 notavel crescimento das espécies Candida n&o-albicans, visto que ha
intrinseca relacdo aos processos de patogenicidade. A cavidade bucal é
considerada um fator de risco primario para uma possivel complicagéo sistémica,
deste modo, ressalta-se a importancia de estudos que abordem a micobiota oral
para fins de prevencao, diagnostico, tratamento e monitoramento das infeccdes

orais que possam acometer pacientes hospitalizados.

Com intuito de elucidar as similaridades e provaveis correlacdes das
Candida encontradas na cavidade oral e na corrente sanguinea de pacientes
acometidos por fungemia optou-se pela técnica molecular nomeada Multilocus
Sequence Typing (MLST). Essa técnica permite determinar a diversidade
genética e é uma ferramenta reprodutivel e com alto poder discriminatorio,
amplamente utilizado em pesquisas sobre infecgdes nosocomiais, podendo-se

comparar as informagdes obtidas com os demais estudos a nivel mundial.
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A literatura apresenta escassez de estudos longitudinais que visem uma
possivel concordancia de infeccbes orais associadas a fungemia. Ha
possibilidade de um envolvimento dindmico entre os objetos de estudo,
entretanto, as evidéncias s&o insuficientes para comprovar uma possivel

contribuicdo ou evolugéo para o agravamento da doenca.

Portanto, esta pesquisa apresenta como proposta a compreensao desta
possivel relacdo, a fim de subsidiar conhecimento sobre a problemética. Além
de contribuir para qualidade da atencdo a saude e com a perspectiva da
importancia de equipes multidisciplinares, com énfase em medidas preventivas
para o controle e monitoramento da cavidade oral que levem para a diminuicao

da mortalidade em UTIN e UTI-ped.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar a relacdo da micobiota presente na cavidade oral de pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva neonatal/pediatrica e a ocorréncia

de fungemia.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o perfil epidemioldgico/clinico de recém-nascidos e criancas
internadas em UTI e determinar a micobiota presente na cavidade oral.

e Determinar os genotipos das espécies de Candida isoladas da cavidade

oral e corrente sanguinea de pacientes que apresentarem candidemia;

e Correlacionar as espécies de Candida ou outras espécies de fungos

encontradas na cavidade oral com as isoladas da corrente sanguinea.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 INFECCAO FUNGICA INVASIVA EM UNIDADE DE TERAPIA
INTENSIVA NEONATAL E PEDIATRICA

Infeccdo fungica invasiva é conceituada como infec¢cdo por fungos
patogénicos em tecidos corpéreos profundos. Apresenta notoriedade global
devido aos numeros crescentes de casos, distribuicdo epidemioldgica, taxa
significativa de oObitos e letalidade em pacientes infantis nos altimos anos. Em
ambiente hospitalar, especificamente nas Unidades de Terapia Intensiva,
duplica-se o risco do acometimento destas infeccbes em comparacdo as
enfermarias médicas, visto que a UTI é uma unidade de assisténcia, na qual é
oferecido o cuidado a pacientes criticos, que apresentam risco de morte, porém
vistos como recuperaveis (ANTUNES, 2004; MORAIS, 2010).

As Unidades de Terapia Intensiva neonatal e pediatrica direcionam o
atendimento ao publico infantil. A UTIN é um servico em ambiente hospitalar,
onde a assisténcia € voltada ao atendimento de recém-nascidos em condi¢cfes
clinicas graves, com idade entre O (zero) a 28 (vinte e oito) dias de vida. E UTI-
ped é destinada aos pacientes com idade de 29 (vinte e nove) dias a 14
(quatorze) ou 18 (dezoito) anos com casos de alta complexidade. As internacdes
nestas unidades intensivas infantis, aumentam em cinco vezes o risco de uma
infeccdo hospitalar, também denominada Infec¢do Relacionada a Assisténcia a
Saude (IRAS) (BRIXNER, 2011; BRASIL, 2012; BRASIL, 2017).

O termo IRAS de acordo com Maciel e Candido (2010, p.35) € “aquela
adquirida apés admissdo do paciente e cuja manifestacdo ocorreu durante a
internacdo ou apoOs a alta, podendo estar relacionada com a internacdo ou
procedimentos hospitalares”. As infecgbes sistémicas de etiologia fungica séo
responsaveis por uma parcela significativa de casos adquiridos em ambientes

nosocomiais.
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As principais manifestacfes clinicas da Infec¢do fangica invasiva (IFI)
correspondem a febre, leucocitose, fungemia, abscessos cutaneos relacionados
a insercdo do cateter, sepse, choque séptico, infeccdo do musculo cardiaco
(VIANI, 2007).

A fungemia é considerada uma das principais causas de infeccéo
sistémica oportunista em pacientes neonatais e pediatricos internados em UTI,
na qual 15% das doencas relacionados aos cuidados advém de fungos.
Caracterizada pelo predominio de fungos viaveis na corrente sanguinea, o
género Candida destaca-se representando cerca de 70% a 90% das infeccdes,
seguida de Aspergillus com 10% a 20%. Sobretudo, apresenta recorréncia em
ambientes nosocomiais e estd atrelada no comprometimento da sobrevida de
recém-nascidos e criangas, visto que, em pacientes infantis a taxa de
mortalidade pode aproximar-se de 50% (RAO; ALI, 2005; DELALOYE;
CALANDRA, 2014).

Dado que sepse é uma resposta inflamatéria sistémica exacerbada,
ocasionada por um processo infeccioso de etiologia microbiana e atinge
pacientes imunodeprimidos, que apresentam comorbidades e hospitalizados em
UTI. Dessa forma, a condicéo é reconhecida como um desafio e um agravante,
devido a dificuldade diagndstica, similaridade com outras infec¢Bes, inUmeros
fatores inerentes ao hospedeiro/microrganismo e tratamento inespecifico
(BOECHAT; BOECHAT, 2010; SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

A sepse é recorrente em pacientes infantis, sendo uma das principais
causas de mortalidade e morbidade, essencialmente em paises de baixa e média
renda. Conforme um estudo exploratorio de Fleischmann-Struzeket et al. (2018)
estimou-se a incidéncia de 3 milhdes de casos de sepse em neonatos e 1,2
milhdo em crian¢as no mundo. Constatou-se que, 48 de 100.000 criancas foram
acometidas por sepse, 22 de 100.000 foram diagnosticadas com sepse grave, €
2.202 neonatos de 100.000 nascidos vivos com sepse. Além disso, foi exposta
a dificuldade da realizacédo de levantamentos, pois os dados sao insuficientes e

incompletos.
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A origem dos microrganismos em pacientes neonatais pode ser atribuida
a: infeccdo no utero, aquisicdo da flora materna ou colonizacdo pos-natal do
ambiente hospitalar. A sepse pode ser classificada em precoce (quando dentro
de 48 a 72 horas de vida houver a infeccdo, sendo vinculado a transmissao
materna) ou tardia (ocorre apds 72 horas de vida, e esta ligada a fatores pés-
natais e aos procedimentos na UTI). Os principais microrganismos hospitalares
responsaveis pela sepse precoce sao: Streptococcus agalactiae (GBS),
Escherichia coli e Candida spp. E pela sepse tardia: bactérias Gram-negativas,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa e Candida spp.
(SILVEIRA; PROCIANQY, 2012; SHANE, 2017).

Em relacdo aos pacientes pds-neonatais e pediatricos, as doencas de
base apresentam relacao direta para o acometimento de sepse. Verificou-se que
40 a 49% das criancas com sepse grave apresentavam comorbidades
subjacentes, tais como: infeccBes respiratorias do trato inferior, doencas
diarreicas, maléria, pneumonia, gastroenterite, meningite, doencas infecciosas
bacterianas e fungicas (HARTMAN, 2013; KISSOON; UYEKI, 2019).

A Candida spp. € a causa mais frequente de sepse ou choque séptico em
recém-nascidos, principalmente com peso extremamente baixo. Pacientes
diagnosticados com candidemia que desenvolvem sepse grave ou choque
séptico estdo no intervalo percentual de 8% a 30% e 23% a 38%,
respectivamente (DELALOYE; CALANDRA, 2014).

Diante deste cenario, o ambiente de terapia intensiva neonatal e
pediatrico deve ser compreendido como um ecossistema microbiano complexo.
Sao de interesse de pesquisadores e comissdes de infec¢ao hospitalar, estudos
que abordem principalmente o fungo Candida spp. — considerado o patdégeno
dominante das infecgfes fungicas invasivas — sobretudo, a origem das fontes de
contaminacgdo, diagnostico, tratamento, a implementacéo de a¢gbes que venham

contribuir na melhora da qualidade de vida destes pacientes hospitalizados.
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4.2 CANDIDEMIA

Candidemia é uma infeccao fungica invasiva, na qual espécies do género
Candida sédo encontradas na corrente sanguinea, que resulta na disseminacéo
destas leveduras aos demais oOrgaos. O termo pode ser definido como
isolamento de Candida em hemocultura, a partir de sitio normalmente estéril
associado a um sinal de infeccdo, porguanto a candidemia € a manifestacéo
mais comum da candidiase invasiva (BONATTI et al.,, 2009; CUENCA-
ESTRELA, 2012).

As manifestacdes clinicas geralmente sao inespecificas. A infeccao pode
ocasionar quadros febris, sepse fangica, choque séptico, comprometimento
sistémico, especialmente em pacientes internados em UTI. Estas infecces séo
de dificil diagnéstico, além de gerarem maiores gastos médicos, apresentarem
altos indices de morbimortalidade e prolongar a internacdo em ambiente
hospitalar (EPELBAUM; CHASAM, 2017).

A candidemia pode ser classificada em primaria ou secundaria, conforme
origem da infeccdo. Considera-se primaria quando ha positividade de Candida
spp. em hemocultura, porém, ndo ha sinal de infeccdes em outras areas do
corpo, como exemplo o uso do cateter intravascular. E secundaria — prognostico
ruim — leveduras estéo presentes em outros locais do organismo ou ambiente e
h& disseminacdo para o sangue, como exemplo: contaminacdo das maos da
equipe hospitalar, dispositivos, feridas cirargicas, infeccdo do trato urinario
(KLOTZ et al., 2007, MEYER et al., 2013).

Quanto a patogénese da Candida, a transmissdo pode ter origens
distintas. Referente a via endégena (mais frequente), sabe-se que 70 a 80% das
leveduras colonizam o trato gastrointestinal, conforme ocorre algum disturbio ha
o crescimento de Candida, e por meio da translocacdo ou microinvasdes, 0s
fungos podem atingir os capilares mesentéricos disseminando-se na corrente
sanguinea. Enquanto a via exdgena ocorre através das maos dos profissionais,
dispositivos (CVC, sondas) e infusbes contaminadas (COLOMBO et al., 2003).
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Em relacdo ao diagnostico, € utilizada a hemocultura que tem por
finalidade o isolamento de leveduras viaveis na corrente sanguinea para
confirmacédo da infeccdo e advém da coleta de sangue venoso, quando ha
suspeita clinica ou sepse. No entanto, apresenta baixa sensibilidade, na qual
30% ou 50% dessas infecgbes ndo produzem hemoculturas positivas, e o tempo
de incubacé&o leva em torno de até 36 horas. Portanto, ha um elevado niamero
de falsos negativos, uma vez que, a sobrevivéncia destes pacientes depende da

rapida identificagdo do microrganismo envolvido (QUINDOS et al., 2014).

4.2.1 EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia global da candidemia varia entre 2 a 7 casos de 1.000
internacbes, onde a mortalidade bruta representa uma porcentagem de
aproximadamente 50%, elevando substancialmente os custos hospitalares. Nos
Estados Unidos, durante 20 anos, constatou-se um crescimento de 207% dos
casos atribuidos a candidemia, além da Candida spp. ser considerada o quarto
microrganismo mais isolado em hemoculturas. Contudo, na Europa, a levedura
encontra-se entre a 62 e 102 posicdo dos isolados de sangue (MARTIN, 2003;
PFALLER; DIEKEMA, 2007; MEAN et al., 2008; ARNOLD et al., 2010).

Em paises do continente asiatico - China, Hong Kong, india, Cingapura,
Taiwan e Tailandia - uma vigilancia laboratorial de grande escala foi realizada
por Tan et al. (2015), no periodo de 01 ano, somando um total de 25 hospitais.
Neste trabalho identificou-se 1601 episodios de IFI entre 1,2 milhdes de altas,
onde verificou-se uma incidéncia geral de 1,22 episodios por 1000 altas. Além
disso, notou-se uma correlacdo moderada entre a incidéncia e internagdo em
UTIs (R2 = 0,47).

No Brasil e América Latina, conforme estudos, ha uma limitacdo de
trabalhos sobre o perfil epidemiolégico desta infeccdo na atencao terciaria, em
comparacao aos demais paises. Somente no Brasil, estimou-se no ano de 2011,
um numero aproximado de 2.816.298 pessoas afetadas por candidemia em

pacientes hospitalizados e candidiase nao-invasiva, cuja incidéncia € maior e
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varia entre 1,27 a 2,49 casos de 1000 admissdes, quando comparado aos
Estados Unidos (0,28 a 0,96 por 1.000 admissdes) e Europa (0,17 a 0,76 por
1.000 admissbes). Ademais, apresenta uma taxa bruta de 40% a 60% de
mortalidade em UTI (PEREIRA et al., 2010; WILLE et al., 2013; GIACOMAZZI et
al., 2016; BARROS, 2018).

Um dos trabalhos multicéntricos mais renomados em ambito nacional, foi
realizado por Colombo et al. (2006) onde efetuou-se uma vigilancia prospectiva
de candidemia no Brasil, em 11 centros médicos localizados em 9 grandes
cidades brasileiras. Houve um total de 712 casos de candidemia durante 21
meses, na qual constatou-se uma incidéncia geral de 2,49 casos de 1.000
internacgdes e 0,37 casos de 1.000 pacientes/dia. O estudo enfatiza a importancia
de pesquisas voltadas para epidemiologia, principalmente conhecer as

diferencas territoriais relacionadas a prevaléncia de candidemia.

Em relagdo ao Amazonas, estudos foram desenvolvidos em Manaus no
ano de 2013 em 11 hospitais publicos e privados. Correa (2014) verificou uma
incidéncia de 2,31 casos de candidemia por 1000 internacdes e 0,61 casos por
1000 pacientes/dia, além de uma taxa de mortalidade de 37,21%. Nesse mesmo
estudo Pereira (2015) observou que dos 85 casos de infec¢éo fangica invasiva
por Candida em 81 pacientes ocorridos no periodo, 72,8% (n=59) dos pacientes

tinham até 1 ano de idade.

4.2.2 GENERO CANDIDA

O género Candida é considerado um dos principais fungos de importancia
médica devido sua patogenicidade. Presente em inUmeros ecossistemas, como
solo, alimentos, &agua, participa da microbiota de homens e animais, e
compreende um total de 200 espécies. Sao classificadas taxonomicamente no
reino Fungi, divisao Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe
Blastomycetes, familia Cryptococcacea (SIDRIN; ROCHA, 2004; OLIVEIRA,

2014). Microscopicamente apresenta-se na forma leveduriforme (chamada de
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blastoconideo) ou no formato de pseudo-hifas ou podem ser hifas verdadeiras
(maior aderéncia). Macroscopicamente, as colbnias sdo cremosas, branco-

amareladas e de aspecto liso ou rugoso (LACAZ et al., 2002).

As espécies de Candida apresentam relacdo de comensalismo com o ser
humano. Colonizam o trato gastrointestinal, participam da microbiota vaginal, da
uretra, pulmdes e cavidade oral. Contudo, quando ha um desequilibrio dessa
relacdo harmdnica com seu hospedeiro, o fungo apresenta patogenicidade, por
isso é considerado oportunista (ALONSO-VALLE et al., 2003).

Esta transformacdo da-se por fatores intrinsecos do hospedeiro como:
idade extrema, imunossupressao, doencas de base (cancer, diabetes mellitus,
HIV), colonizacdo em sitios anatémicos, além da quebra de barreiras anatémicas
(cirurgias invasivas, uso de cateter central, pds-operatério). E também por
fatores de viruléncia do proprio fungo, a saber: capacidade de adesao, biofilme,
formacdo de tubos germinativos e a producdo de enzimas extracelulares.
Portanto, a Candida spp. através da invasao tecidular, inducéo de estados de
hipersensibilidade ou por producdo de toxinas, propicia o adoecimento no
homem (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; SIMOES et al., 2013).

Logo, os fungos de interesse médico, podem induzir uma gama de
respostas do hospedeiro que resultam desde colonizagdo, infeccdo, sepse,

choque séptico, disturbios de hipersensibilidade, reacdes tdxicas e até 6bitos.

4.2.3 ESPECIES CANDIDA ALBICANS E NAO-ALBICANS

Conforme a literatura, cerca de 17 espécies de Candida ocasionam
candidemia. Candida albicans (principal levedura patogénica oportunista) é
considerada um patdgeno potencial em ambientes nosocomiais, pois demonstra
predominio de 60% em isolados positivos de hemocultura. Entretanto, as
espécies ndo-albicans tem emergido no cenario mundial como importantes
agentes de fungemia, tal fato pode ser explicado devido ao uso profilatico de

antifangicos em pacientes criticos. As espécies ndo-albicans mais recorrentes
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sao: C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (XAVIER et al., 2008;
LEPAK et al., 2011).

E de extrema importancia a identificacdo destas leveduras para
administracdo do tratamento, uma vez que fungemia por espécies C. nao-
albicans sé&o mais dificeis de serem tratadas devido a resisténcia inata ou
adquirida aos antifingicos. Interessante acrescentar que existem fatores que
contribuem na distribuicdo espacial destas espécies, como geografia, idade do
paciente e uso de antifungicos (AREDRUP, 2010).

A espécie C. glabrata € predominante no hemisfério norte e em pacientes
de idade avancada, sendo inerentes das mucosas vaginal e gastrointestinal.
Esta associado a longo tratamento com antibidticos, uso de dispositivos,
ventilacdo mecanica e prematuridade, além de apresentar reduzida sensibilidade
aos derivados azdlicos (PFALLER; DIEKEMA, 2007; MORACE et al., 2011).
Enquanto C. parapsilosis é frequentemente encontrada no hemisfério Sul, possui
alta prevaléncia em criancas, pacientes neonatais com baixo ou extremo baixo
peso e individuos internados em UTI. A transmissdo desta espécie €
predominantemente horizontal e estd associada a fatores exdégenos, visto que
as fontes de contaminacdo conhecidas em ambiente intensivo sdo: superficies
dos dispositivos hospitalares, cateteres venosos centrais, maos dos profissionais
de saude e fluidos médicos (TROFFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008).

A infeccdo por C. tropicalis é precedida por colonizacdo prévia
(juntamente com C. albicans) e ocorre quando ha inibicdo da flora bacteriana
devido ao uso de antibidticos, afeta principalmente pacientes com cancer,
criangas com doencas hematologicas internadas em UTI. Os fatores de
viruléncia desta espécie sao: adeséo, sintese de biofilme e atividade hemolitica
(NEGRI et al., 2010).

C. krusei € reconhecida como levedura eventual de infeccOes
nosocomiais, que afeta pacientes idosos, com doencas hematologicas ou
transplantados e apresenta frequéncia baixa em neonatos. E importante devida
atencdo a esta espécie, pois, possui resisténcia ao fluconazol (BONATTI et al.,
2009).
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4.3 CANDIDEMIA EM PACIENTES NEONATOS

A Unidade de Terapia Intensiva Neonatal € o ambiente critico com a maior
incidéncia de candidemia. Em recém-nascidos, representa a terceira causa de
sepse tardia em UTIN (apresenta taxa de mortalidade bruta entre 15% a 59%),
prejuizo no neurodesenvolvimento, insuficiéncia cardiaca em bebés com baixo

peso e demais complicacées (GODIM et al., 2009).

A candidemia atinge principalmente recém-nascidos pré-termos, com
peso abaixo de 1.500 g. Para constatar tal afirmacéo, verificou-se a incidéncia
desta infec¢cdo invasiva em recém-nascidos de muito baixo peso (1.500 g) que
resultou no percentual de 2,6% a 13,2%, e em bebés com peso extremamente
baixo (1.000g) notou-se uma taxa de 6,6% a 26,0%. Ademais, recém-nascidos
estdo suscetiveis a apresentar sintomatologia inespecifica ou minima de
infeccdo, visto que, a meningite é vista frequentemente em associacdo a
candidemia (MCCARTY; PAPPAS, 2015).

De acordo com o boletim da Anvisa (2018), no Brasil, a Candida spp. foi
o fungo responsavel pela fungemia ou Infecgbes Priméarias de Corrente
Sanguinea (IPCS), associados ao Cateter venoso central (CVC) em UTI
neonatal, na qual as espécies nao-albicans apresentaram predominio sobre as
espécies albicans (Figura 1). Na regido Norte, segundo Anvisa (2016), Candida
spp. foi 0 segundo microrganismo mais notificado nas UTINS, atras somente da

bactéria K. pneumoniae (Figura 2).

visualizar os dados.

‘LhJTI Microrganismo identificado em IPCSL MNdmero A

UTI neonatal Acinetobacter spp. 244

UTI neonatal Candida albicans 303 UTI

UTI neonatal Candida nio-albicans 459

UTI neonatal Complexo Burkholderia cepacia 156 UTladulto
UTI neonatal Enterobacter spp. 473 . VTl neopatlal
UTI neonatal Enterococcus faecalis 178 UT! pediatrica
UTI neonatal Enterococcus faecium 13

UTI neonatal Enterococcus spp. 63

UTI neonatal Escherichia coli 220

UTI neonatal Klebsiella pneumoniae 1353 .

UTI neonatal Qutras enterobactérias (Proteus, Morganella, Citrobacter, entre outros) 169

Figura 1. Distribuicdo dos microrganismos notificados como agentes etiolégicos de IPCSL associados a CVC
em pacientes de UTI neonatal. Brasil, 2018.
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Figura 2. Distribuicdo dos principais microrganismos notificados como agentes etiol6gicos de IPCSL
associada a CVC em pacientes neonatos hospitalizados em UT]I, por regido geogréfica. Brasil, 2016.

Atualmente as espécies fungicas patogénicas predominantes em
pacientes recém-nascidos sdo C. albicans e C. parapsilosis, 0s quais
representam 80% a 90% das candidemias neonatais (CHITNIS et al., 2012).
Benjamim et al. (2006) realizou um estudo multicéntrico, na qual participaram
4.579 bebés, 307 obtiveram Candida spp. isoladas do sangue, destes 42,9% foi
representada por C. albicans e 19% por C. parapsilosis. Além disso, neste
estudo, o numero de Obitos e 0o comprometimento no sistema nervoso, foi
observado em 73% dos bebés com peso extremamente baixo, diagnosticados

com candidemia, o que confirma informagdes citadas anteriormente.

No entanto, sabe-se que espécies ndo-albicans estdo em ascensdao como
responsaveis pela IFl. Segundo estudo de Juyal et al. (2013) foram incluidos um
total de 132 neonatos internados em unidades intensivas. Verificou-se que as

espécies nado-albicans foram correspondentes a 80,30% dos casos, onde as
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espécies mais isoladas foram: C. parapsilosis (25,0%) e C. tropicalis (21,97%),

enquanto 19,70% dos casos foram causados por C. albicans.

Em consonancia, Giusiano et al. (2004) realizaram uma pesquisa sobre
o perfil de leveduras isoladas em duas UTINS na Argentina. O trabalho resultou
em 92 cepas isoladas de varios sitios anatdmicos, sendo 25 leveduras da
corrente sanguinea, 20 em cateteres venosos, 23 aspiracfes suprapubicas e 24
em swab retais. As cepas de C. albicans e C. parapsilosis foram isoladas em
corrente sanguinea e apresentaram a mesma frequéncia (36%), C. parapsilosis
também foi encontrada em cateter venoso central (50%) e C. tropicalis (54,2%)

foi a levedura mais frequente associada a colonizacao do trato gastrointestinal.

Espécies menos frequentes de Candida nao-albicans, na maioria das
vezes estao envolvidas em surtos. O trabalho de Kaur et al. (2020) no hospital
de atendimento terciario na india, durante 01 ano, apurou um crescimento de
isolados positivos, que afetou significativamente o grupo infantil (82/186, 44%).
Destes, 74,7% eram neonatos, visto que o surto de candidemia por C. krusei foi
confirmado. Tais cepas estavam relacionadas ao ambiente e as maos dos
profissionais de saude, logo, verificaram que houve quebra nos padrdes de

biosseguranca.

Dentre os antifungicos mais usados, Anfotericina B € a opcdo escolhida
em casos de candidemia em neonatos. Contudo, a demora no inicio do
tratamento pode influenciar no progndstico e aumentar o risco de mortalidade e
como medida profilatica o Fluconazol é o medicamento escolhido, pois apresenta

eficacia e poucos efeitos adversos (MOREIRA, 2005).

Recém-nascidos apresentam singularidades inerentes nesta fase da vida,
a saber: barreiras anatbmicas imaturas (pele e mucosa). Portanto, compreende-
se a vulnerabilidade destes a colonizacéo e infeccdo pela espécie Candida. O
conhecimento dos fatores de risco é primordial para o estabelecimento de
estratégias para prevencao da candidemia em neonatos. Esses fatores de risco
geralmente séo: baixo peso, prematuridade, doengas subjacentes, colonizacao
por microrganismos, uso de antibioticos de largo espectro, tempo de internacgéo,

sistema imunoldgico deficiente, uso de cateter venoso central, ventilacdo
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mecanica, cateter umbilical e nutricdo parenteral (COUTO; CARLOS;
MACHADO et al., 2011; CHERMONT et al., 2015).

Outrossim, € importante citar os fatores externos como causa de
candidemia neonatal, como: méaos dos profissionais, dispositivos hospitalares,
assepsia insatisfatoria dos instrumentais cirdrgicos e uso prolongado do

ventilador mecanico (ARIFF et al., 2011).

O uso do cateter venoso central esta associado a colonizacédo por C.
parapsilosis. Esta levedura tem como caracteristica a persisténcia em ambiente
hospitalar, formacéo de biofilme em superficies, solu¢des parenterais, além de
estar presente nas superficies corporeas, como as maos dos profissionais. Logo,
entende-se que um periodo prolongado em UTIN, implica no aumento de
procedimentos invasivos e no manejo deste bebé, sendo assim, explica-se o fato
dos episddios de candidemia por esta espécie (VAN ASBECK et al., 2007;
TROFA; GACSER; NOSANCHUK et al., 2008).

De acordo com o trabalho de Ingram et al. (2019) no Hospital del Nifio,
Panama, foi realizado um estudo de caso-controle, retrospectivo, em bebés apds
48 horas de internacao e verificou os fatores de risco para a candidemia. Durante
o periodo da pesquisa 141 pacientes desenvolveram a infeccdo. Das espécies
fungicas, a C. parapsilosis causou 66 (49%) episodios de candidemia, C.
albicans com 44 (33%) episodios e C. tropicaliscom 11 (8%). Ademais,
identificaram como fatores de riscos mais recorrentes a hospitalizacao por mais
de sete dias, uso de cateter umbilical, cirurgia abdominal e tratamento com

antibioético.

Em um estudo de caso-controle realizado por Soares, Oliveira e Carneiro
(2013) em um hospital de ensino na regidao Norte do Brasil, resultaram em 36
casos de candidemia neonatal. Constatou-se que, o0s principais fatores de riscos
foram o uso de cateter venoso central, nutricdo parenteral prolongada e a
antibioticoterapia prévia com uso de trés ou mais antibiéticos, dado que, o
intervalo de tempo entre a internagdo e o diagnostico, deu-se em 17 dias, e o
tempo médio de internacéo foi de 56 dias. As espécies mais isoladas foram C.
albicans (27,8%) e C. parapsilosis (25%).
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Interessante observar que nos ultimos anos houve uma diminuicdo de
casos de candidemia em recém-nascidos. Este cenario pode ser atribuido aos
inumeros estudos que abordaram a infeccdo fungica invasiva e os fatores de
risco associados, os quais auxiliaram as comissdes de infeccado hospitalar na
elaboracao de protocolos e estratégias para prevencao, bem como, capacitacdo
dos profissionais quanto a biosseguranca, manejo dos neonatos, evolucdo dos

tratamentos antifangicos e afins.

Segundo pesquisa de coorte realizado por Aliaga et al. (2014),
examinaram-se 709.325 dados de recém-nascidos em 322 UTIN'’s geridas pelo
Grupo Medical Pediatrix de 1997 a 2010, nos Estados Unidos. Observou-se um
decréscimo quanto a incidéncia anual de candidiase invasiva, na qual houve a
diminuicdo de 3,6 episédios por 1000 doentes para 1,4 episddios entre todos 0s
lactentes. Sendo assim, os pesquisadores atribuem esta alteracdo ao uso

empirico de fluconazol e a diminuicédo de antibidticos de largo espectro.

4.4 CANDIDEMIA EM PACIENTES PEDIATRICOS

Candidemia em criancas (acima de 28 dias) € considerada um problema
expressivo no cuidado intensivo. Estudos afirmam que Candida spp. nos
Estados Unidos e Europa, € o quarto patégeno comum em infec¢des da corrente
sanguinea, visto que, a taxa de mortalidade varia entre 10% a 47%, a nivel
global. Tais fatos estédo associados a fatores de riscos cirurgicos, comorbidades,
dispositivos hospitalares e uso de medicamentos de alto risco em pacientes
pediatricos (ZAOUTIS et al., 2005).

Tsai et al. (2017) executaram uma pesquisa no centro médico em Taiwan,
com duragdao de 13 anos (2003-2015) em pacientes menores de 18 anos.
Participaram da pesquisa 262 criancas, que resultou em 319 isolados de
Candida spp., e observaram que a mortalidade foi elevada na ultima década,
onde o percentual de Obitos, neste estudo, foi de 35,1%, apresentando

concordancia com a taxa citada anteriormente, e além disso, a remocao tardia


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zaoutis%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16206095

26

do cateter, candidemia de ruptura e o choque séptico foram importantes na falha

do tratamento.

Nucci et al. (2013) elaboraram o primeiro estudo multicéntrico, focado na
vigilancia laboratorial, na América Latina. Do qual constataram um crescente
namero de criancas, ndo apenas neonatos acometidos por candidemia. Dos
resultados, aproximadamente 45% dos episédios de candidemia ocorreram em
criangas, destes, 23,7% eram recém-nascidos e lactentes (menores de 1 ano) e
criangas mais velhas na faixa entre 1 a 18 anos, representando 20,5%.

Uma significativa parcela dos trabalhos voltados a fungemia, tem como
énfase a populacdo neonatal e adulta. Nota-se que ha uma quantidade restrita
de informacdes quando se trata de pacientes pediatricos. De acordo com Yapar
et al. (2011) existem diferencas fisiolégicas e anatbmicas importantes em
criangas, os quais influenciam diretamente na vulnerabilidade a infeccdes e
consequentemente na escolha do tratamento antifGngico, uma vez que é
necessario pensar sobre toxicidade dos medicamentos, farmacocinética e

dosagem.

Em relacéo as espécies fungicas, no Brasil, conforme o boletim da Anvisa
(2018), o patégeno Candida spp. (semelhante aos neonatos) € o fungo
predominante em infeccdes de corrente sanguinea associados ao uso de CVC
em UTI pediatrica, dado que ha um maior nimero de espécies C. ndo-albicans
em detrimento das espécies C. albicans (Figura 3). Na regido Norte, segundo
Anvisa (2016), a espécie Candida foi o agente etiolégico mais isolado de

hemoculturas positivas (Figura 4).
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ETI Microrganismo identificado em IPCSL MNimero
UTI pediatrica Acinetobacter spp. 120
UTI pediatrica Candida albicans 126
UTI pediatrica Candida ndo-albicans 234
UTI pediatrica Complexo Burkholderia cepacia 100
UTI pediatrica Enterobacter spp. 146
UTI pediatrica Enterococcus faecalis &9
UTI pediatrica Enterococcus faecium 17
UTI pediatrica Enterococcus spp. 20
UTI pediatrica Escherichia coli &0
UTI pediatrica Klebsiella pneumoniae 384
UTI pediatrica Qutras enterobactérias (Proteus, Morganella, Citrobacter, entre outros) 59
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Figura 3. Distribuicdo dos microrganismos notificados como agentes etiolégicos de IPCSL

associados a CVC em pacientes de UTI pediatrica. Brasil, 2018.
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Figura 4. Distribuicdo dos principais microrganismos notificados como agentes etiolégicos de
IPCSL associada a CVC em pacientes hospitalizados em UTI pediatrica, por regido geografica.

Brasil, 2016.

No Brasil, as espécies mais isoladas em pacientes pediatricos sdao C.

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. (OLIVEIRA et al., 2014).

Com o

propdsito de verificar o aumento de espécies C. ndo-albicans como agentes de

fungemia, Oliveira et al. (2014) no Hospital Infantil em S&o Paulo, realizou uma
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pesquisa em pacientes com idades entre 5 a 11 anos, no periodo de 04 (quatro)
anos. O isolamento de C. ndo-albicans foi maior do que o verificado para C.
albicans, as leveduras mais isoladas foram: 24,03% de C. tropicalis, 22,11% C.
parapsilosis, 5,8% de Pichia andmala, 4,8% de C. guilliermondii, 2,88% de C.
krusei,1,92% de C. glabrata e 0,96% de C. pararugosa.

Candida guilliermondii é um dos componentes da microbiota
humana. Esta levedura tem sido raramente associada a infec¢cées humanas, o
que pode estar relacionado a sua baixa patogenicidade (Pasqualloto; Antunes;
Severo, 2006). No entanto, em uma pesquisa de Medeiros et al. (2007) foi o
patdogeno responsavel por um pseudo-surto de candidemia em um hospital
universitario no Brasil, acometendo 43% de 149 amostras, com a maioria dos
casos ocorrendo em pacientes pediatricos, sem Obitos. Descobriu-se que as
cepas eram similares e tinham relacdo com o ambiente, originadas de uma fonte

comum.

O perfil destes pacientes suscetiveis a candidemia, sado criancas que
recebem tratamentos de alta complexidade como: quimioterapia por
malignidade, transplante de células-tronco hematopoiéticas pediatricas (TCTH),
imunomodulacéo e terapia para uma condi¢cdo autoimune, além da terapia para
criangcas com imunodeficiéncia (IDP) e internacbes em unidade de terapia
intensiva (UTI) (PANA, 2017).

Rosanova et al. (2018) em seu trabalho sobre candidemia, verificou que
97% dos pacientes pediatricos apresentaram as seguintes comorbidades
subjacentes, a saber: doencas hematologicas (neutropenia, linfoma, leucemia e
tumores sodlidos), infecgcdes no trato gastrointestinal (gastrosquise, enterite),
cardiopatias, cancer, além da imunodeficiéncia. E dentre os fatores de riscos, o
uso de cateter venoso central (87,9%) e cirurgia prévia (66,7%) foram os mais

prevalentes.

Em contrapartida, no estudo de Motta et al. (2017) em um hospital
pediatrico em Curitiba, verificou que a doenca de base mais prevalente foi a
insuficiéncia renal aguda, e dentre os fatores, a ventilagdo mecanica e dialise

foram associadas ao maior numero de Obitos. Nesta pesquisa participaram 65
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pacientes infantis, entre idades de 0 a 18 anos, destes, 58,5% eram criancas
maiores de 1 ano e 41,5% eram criancas maiores de 2 anos, onde (15,4%)

estavam em idade pré-escolar, uma vez que, a taxa de mortalidade foi de 32%.

Blyt et al. (2009) conduziram um estudo em que caracterizaram o perfil
dos pacientes pediatricos acometidos pela IFl. Verificaram a malignidade
hematoldgica e a neutropenia como doencas subjacentes mais frequentes. O
dispositivo de acesso vascular foi associado a candidemia em 70% das criancas
internadas, C. albicans e C. parapsilosis foram as espécies mais isoladas, 95%
dos isolados foram suscetiveis ao fluconazol e maior parte dos pacientes

receberam como tratamento anfotericina B.

A maioria dos isolados de Candida, em criancas, sdo suscetiveis ao
fluconazol ou anfotericina B lipossomal. Por fim, algumas precaucdées como o
tratamento antifingico adequado, retirada do cateter venoso central depois de
48 horas apos o diagnéstico, somado a hemocultura de controle a cada 72 horas
sao recursos uteis para a diminuicdo da mortalidade (FILIOTI; SPIROGLOU;
ROILIDES, et al. 2007).

4.5 MICROBIOTA ORAL DE NEONATOS E CRIANCAS

Para compreensdo acerca da micologia oral de pacientes infantis
hospitalizados, € importante discorrer brevemente sobre o processo de formacao
e composicédo normal da microbiota da cavidade bucal de neonatos, lactentes e
criangas. Ademais, demonstrar como a espécie Candida esta envolvida neste

contexto.

Microbiota, refere-se a um ecossistema complexo e diversificado, onde ha
colonizagdo por comunidades de microrganismos em sitios anatdmicos.
Compreende um numero expressivo de bactérias, espécies fungicas, virus e
protozoarios, que em condi¢gdes de equilibrio, ndo oferecem riscos a saude do
individuo. Fornece alguns beneficios (comensalismo) ao organismo do

hospedeiro, como estimulacéo do sistema imunoldgico, impede a colonizagao de
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microrganismos exdégenos e contribui na sintese de vitaminas. Todavia, abriga
microrganismos potencialmente patogénicos (MOURAO; MAGALHAES;
MENDES, 2004).

A colonizacdo das superficies corpéreas, inicia-se no momento do
nascimento. O contato do recém-nascido com microrganismos da mae por meio
do canal do parto vaginal ou ceséareo, dieta, exposi¢do a antibidticos, manejo e
cuidado sao fatores determinantes para o desenvolvimento da microbiota, em
especial, da cavidade oral. Certos estudos afirmam que antes do nascimento, a
regido bucal é estéril e apds horas subsequentes ao parto, verifica-se uma
colonizacdo inicial com a participagdo de microrganismos aerobios ou
facultativos, devido ao contato maternal, pele, aleitamento e ao ambiente.
Porém, outros trabalhos sugerem que tal colonizacdo tem origem pré-natal, e
gue pode ser influenciada por espécies presentes na placenta (MORENO et al.,
2017; TUOMINEN et al., 2019).

E fato que o desenvolvimento de micro habitats na regi&o oral de recém-
nascidos proporciona as bases a saude bucal do individuo na fase adulta. O
microbioma oral de neonatos é submetida a uma sucessdo ecolbégica de
microrganismos, onde nota-se um processo gradual de colonizacdo e
substituicdes de espécies em boca, até a fase infantil, visto que, os géneros
bacterianos predominantes em recém-nascidos sdo Lactobacillus,
Streptococcus e Veillonella, advindos da regido vaginal e leite materno. Com 01
ano de idade h& constituicdo de colénias complexas e microrganismos
anaeroébios, na qual "colonizadores tardios" como Actinomyces, Porphyromonas,
Abiotrophia e Neisseria estdo presentes. E por fim, em microbiomas mais
maduros acrescenta-se as espécies Veillonella, Fusobacterium, Neisseria,
Prevotella, Rothia, Treponema e Streptococcus mutans (DZIC et al.,, 2018;
NOGACKA et al., 2018; SULYANTO et al., 2019).

A microbiota oral é acometida por alteracfes regulares durante todas as
fases da vida. Nos primeiros meses apdés 0 nascimento, microrganismos
colonizam primeiramente os tecidos moles presentes em boca e conforme a
erupcao dentéria (surgimento de tecidos duros), iniciada aos 06 a 08 meses de

vida, hd um aumento significativo na diversidade e riqueza dos microrganismos,
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principalmente na faixa etaria de 02 anos (idade na qual a composicdo da
comunidade microbiana bucal converge para um perfil semelhante aos de
adultos). Referente a criancas mais velhas, fatores como: dentes permanentes,
ocorréncia de doencas orais (carie e gengivite), extracdes dentérias, aparelho
ortodéntico, restauragdes, calculos dentarios, afetam diretamente a colonizagéo
e ecossistema do microbioma oral (SILVA, 2016; GOMES; NELSON, 2017;
SULYANTO et al., 2019).

O sistema estomatognatico é constituido por diversas estruturas,
compreendendo regides especificas que abrigam um nicho ecoldgico singular,
tais comunidades polimicrobianas podem se agregar e formar biofilme. Biofilme
€@ conceituado como uma matriz extracelular em que microrganismos
organizados se aderem as superficies por meio de proteinas ou polissacarideos
produzidos pelos mesmos, e proporciona o equilibrio desse ecossistema. No
entanto, a desregulacdo dos fatores que determinam esta relacdo benéfica,
ocasiona alteracdo da homeostase microbiana e, por conseguinte o
desencadeamento de doencas orais, visto que, o biofilme também é considerado
como possivel reservatério de agentes patogénicos orais, tais como
Streptococcus mutans e Candida (STRUZYCKA, 2014; NASRY et al. 2016).

4.5.1 MICOBIOTA ORAL E CANDIDA

Como supracitado, espécies fungicas estédo inseridas na cavidade oral.
Uma parcela dos fungos encontrados em boca séo saprofitos, e proporcionam a
regulacdo da microbiota bucal. Auxiliam na nutricdo, protecdo a carcinogénese
e resisténcia a colonizacéo por agentes patogénicos, contudo, o conhecimento
sobre a distribuicdo e perfil destes microrganismos na cavidade oral e sua
relevancia clinica é infimo, dado que, ha poucos trabalhos que tratem sobre
micobiota oral (MUNGUIA-PEREZ et al., 2012; JUNIOR; IZABEL, 2019).

Ghannoum et al. (2010) realizaram um estudo com a finalidade de
conhecer as espécies fungicas mais predominantes na cavidade oral de

individuos saudaveis. Segundo resultados, os componentes flngicos mais
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isolados foram Candida (75%), Cladosporium (65%), Aureobasidium (50%),
Aspergillus (35%), Fusarium (30%) e Cryptococcus (20%), visto que, estes 03
altimos géneros nao sao colonizadores habituais, podendo ter origem na
inalacdo de particulas encontradas no ambiente ou por ingestdo de agua ou

alimentos.

A respeito do género Candida, sabe-se que tal fungo é encontrado em
equilibrio nos diversos ecossistemas e reside substancialmente na cavidade
oral. Tais microrganismos, estdo co-agregados a bactérias no biofilme,
colonizam estruturas (lingua, mucosa jugal, palato, tonsilas, caries, canais

radiculares, bolsas periodontais e biofilme gengival) (PEIXOTO et al., 2010).

A espécie C. albicans é reconhecida pela elevada viruléncia, adaptacao e
associacdo a doencas bucais. Entretanto, espécies como C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. dubliniensis podem ser isoladas de
infec¢des orais ou em condi¢cdes normais. Estas podem atuar como patdogenos
oportunistas, e predispor infeccées agudas ou crbénicas, dependendo do estado

fisiol6gico do hospedeiro e viruléncia do microrganismo.

Araujo-Passos (2009) num estudo com pacientes que acessavam as
Unidades Basicas de Saude/SEMSA na cidade de Manaus/AM, determinou a
prevaléncia das diferentes espécies de Candida presentes na cavidade oral de
usuarios ou nao de protese dentaria. Em 50% dos pacientes avaliados a Candida
esteve presente na cavidade oral. Nos 188 pacientes que utilizavam prétese
dentaria, foi observada uma prevaléncia de 75% para o género Candida e dos
406 pacientes gue néo utilizavam prétese, obteve-se um percentual de 38,4%
para levedura. A espécie mais prevalente foi C. albicans seguida pela C.

parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr e C. glabrata.

4.6 CAVIDADE ORAL E UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA

A cavidade oral € composta por inUmeros microrganismos comensais,
todavia, um possivel desequilibrio microbiolégico ou fatores patoldgicos,

fisioldgicos, imunologicos, mecanicos, ou até mesmo ambientais, como a
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internacdo em UTI, aumentam a colonizacgéo e a suscetibilidade de multiplicacédo
de leveduras ou bactérias nos tecidos, instalando-se a infeccdo (SCHERMA et
al., 2004).

A regido orofaringea e sua respectiva microbiota, pode sofrer influéncias
de fatores externos (tabagismo, alcoolismo, internagdo em ambientes
hospitalares, uso prolongado de antibidticos) e intrinsecos, como (idade e
imunidade) quando relacionado ao individuo. A desregulacdo dos fatores que
auxiliam na simbiose entre microrganismos e estruturas bucais, pode
desencadear doencas, a saber: temperatura, reacbes de oxirreducdo, ph e
nutrientes (NASRY et al., 2016).

Batista et al. (2014) afirma que durante o periodo de internacdo e
intubacdes em individuos hospitalizados, a microbiota oral bacteriana gram-
negativa e fungica aumentam consideravelmente. Em concordéancia Tulio et al.
(2018) expde os microrganismos gram-negativos, mais encontrados no sistema
estomatognatico de internados, especificamente no biofilme bucal, sendo:
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Haemophilus influenza, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus hemolyticus,
Escherichia coli e Enterobacter spp. Em relagdo aos fungos, o predominio do
género Candida é substancial.

A infeccdo fangica oral mais recorrente em pacientes internados em UTI,
€ denominada candidiase oral. Esta populacdo apresenta maior propensao a
doenca, ocasionada principalmente pela espécie Candida albicans, devido aos
fatores como imunossupresséao, higienizagéo deficiente, fluxo salivar diminuido,
idade extrema, e antibioticoterapia, na qual aumentam a patogenicidade destas

leveduras presentes em boca.

Candidiase pseudomembranosa € a manifestagdo clinica mais
comumente relatada nestes individuos, conhecida popularmente como
“sapinho”. E caracterizada pela presenca de placas brancas amolecidas (massa
na qual encontra-se hifas, leveduras, células epiteliais descamadas e fragmentos
de tecido necrético desordenados) com aspecto de “queijo cottage ou leite

coalhado”, ligeiramente elevadas, uma vez que, sdo destacaveis pela raspagem
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com uma compressa de gaze seca ou abaixador de lingua. Quando hé
sintomatologia, sensacdo de queimacdo e halitose sdo comuns, visto que,
acomete a mucosa jugal, palato, lingua, e afeta principalmente neonatos,
lactentes, pacientes imunossuprimidos e com uso de antibioticoterapia de amplo
espectro (NEVILLE, 2009).

Outra forma da infecgéo é a candidiase eritematosa (pode-se estabelecer
como sequela da candidiase pseudomembranosa), apresenta-se como eritema
difuso, em que a mucosa passa a ser seca e brilhante. Frequentemente o sitio
anatbmico acometido é o dorso da lingua, associada a perda das papilas
filiformes, gerando placas e Ulceras superficiais, bastante dolorosas (SIMOES et
al. 2013).

O diagnadstico é clinico e pode ser realizado através de: meios de culturas,
caracterizacdo morfolégica, bioquimica, fisiologica e técnicas moleculares.
Ademais, os tratamentos habitualmente escolhidos sdo a adequacdo bucal,
eliminacao dos fatores de risco, antifingicos topicos (Miconazol e Nistatina) ou
sistémicos (Anfoterecina B e derivados azdlicos) (MILSOP; FAZEL, 2016).

4.6.1 CIRURGIAO-DENTISTA E OS CUIDADOS ORAIS EM UTI

A atencdo integral por meio de uma equipe multiprofissional para o
atendimento de pacientes internados em unidades de terapia intensiva, mostrou-
se eficiente para proporcionar qualidade de vida, bem como, prevenir infec¢cdes
advindas do meio hospitalar. Contudo, a insercao do cirurgido-dentista ainda é
deficiente, apesar das evidéncias constatarem que a higiene oral é
imprescindivel para melhoria da condi¢éo sistémica e diminuicdo de doencas na
cavidade bucal (SANTOS et al., 2017).

Individuos hospitalizados em unidades intensivas apresentam-se
debilitados, fazendo uso de inimeros medicamentos e em total dependéncia em
relacdo aos cuidados, sobretudo, a higiene oral. Nota-se um nimero expressivo

de pacientes com condi¢cdes orais pré-existentes (carie, doenca periodontal,
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fratura dentaria, auséncia de dentes), acrescidos da intubagdo orotraqueal
associada a ventilacdo mecanica, logo, submetendo o individuo a permanecer
com boca aberta e consequentemente desidratando a mucosa bucal. Ademais,
condigbes como: halitose, saburra lingual, xerostomia, hipossalivagdo, Ulceras
traumaticas, candidiase, principalmente em neonatos (atentar as mamas da mae
para que nao haja infeccdo cruzada), podem aparecer durante o tempo de
internacdo (SANTOS et al., 2017; SALDANHA et al., 2015; BATISTA et al.,
2014).

A literatura aponta a presenca de patdgenos respiratorios agressivos
como: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, em até 72 horas da entrada na UTI, no biofilme oral presente em
dentes e mucosas. Tais patdégenos podem alcancar os pulm&es ou por meio da
secrecédo oral envolvida no tubo orotraqueal ou pela modificagdo da microbiota
normal da orofaringe e por fim, ocasionar a pneumonia nosocomial. Desse modo,
a higienizacdo bucal adequada minimiza este quadro clinico, pois reduz
significamente o biofilme e, por conseguinte, evidencia a importancia do dentista
na sobrevida dos pacientes (BATISTA et al., 2014; MORAIS et al., 2010).

As unidades hospitalares utilizam alguns métodos para cuidados orais,
todavia, ndo ha padronizacdo. O cirurgid-dentista, dependendo da situacao
clinica do paciente, pode optar por algumas substancias quimicas para realizar
a higienizacdo bucal, dentre os produtos, tem-se: gluconato de clorexidina a
0,12%, o qual minimiza a formacgédo de biofilme e acidos por um periodo
prolongado devido a substantividade; &agua bicarbonatada (alcalinizante)
substancia importante em quadros de ulceracdes e no combate a fungos e
bactérias; solucdo enzimatica & base de lactoperoxidase apresenta funcéo
antimicrobiana e hidratante; e peréxido de hidrogénio a 15% com efeito inibitorio
sobre cepas de C. albicans, uma vez que essas substancias podem ser
manipuladas por meio de gaze ou swab de espuma. Porquanto, a escovagao
com dentifricios, ainda segue sendo a conduta eficaz para diminuicdo da placa
e para hidratacéao dos labios e mucosas pode-se utilizar lanolina e saliva artificial,
concomitantemente (PADOVANI et al., 2012).
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Em suma, o profissional da area odontolégica tem como atributos a
promocdo de saude, prevencdo, orientacdo aos demais profissionais,
identificacdo de danos causados por procedimentos invasivos, interpretar
exames complementares, diagnosticos, estabelecimento de tratamentos
especificos como: higiene bucal associados ao uso de antissépticos, saliva
artificial, antifingicos intrabucais e aplicacdo de laser de baixa poténcia em
lesbes (aftas, Ulceras). (BATISTA et al., 2014; GAETTI-JARDIM et al., 2013)

4.7 MICOBIOTA ORAL E FUNGEMIA (CANDIDEMIA)

A afirmacédo acerca da candidemia ser adquirida através da via enddégena
é frequente na literatura. (COLOMBO et al., 2006). Barros et al. (2018) considera
a cavidade oral como inicio e parte integrante deste trato e reforca que a boca é
uma porta de entrada para fungos patogénicos e oportunistas. Desta forma,
suspeita-se que a colonizacdo/infeccdo por Candida no sitio bucal, contribui a
colonizacdo da mucosa gastrintestinal e subsequente infeccao fangica sistémica,

através dos capilares mesentéricos.

Entende-se por colonizacao flngica a relagdo simbiética do fungo com o
hospedeiro, onde tais microrganismos residem em tratos internos com aberturas
externas (trato digestivo e regido bucal). Além disso, sabe-se que a colonizacéo

predispde a infeccao fungica invasiva (MONTAGNA et al., 2010; Yu et al., 2013).

A partir disso, a literatura constata que cavidade oral, € um dos principais
sitios de colonizacéo por Candida, além do trato gastrointestinal, variando entre
20% a 55%. Cerca de 10% a 50% dos neonatos criticos apresentam colonizac&o
na primeira semana em ambiente hospitalar e conforme o decorrer das semanas
de hospitalizacdo, mais de 64% estdo colonizados. (KUZUCU et al. 2008;
BORGES et al., 2009). Contudo, Ingram et al. (2019) entende esta colonizacao
como fator de risco independente para candidemia. Uma vez que, nas duas
primeiras semanas de vida, a colonizagdo ocorre, majoritariamente, no trato
gastrointestinal e respiratorio, isto se deve a transmissédo vertical associada ao

parto.
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Porém, Batista et al. (2014) em seu estudo, afirma que ¥ dos neonatos
internados ja apresentam colonizagcdo oral no primeiro més de vida, e enfatiza
que a colonizacdo oral aumenta suscetibilidade para infeccdes fangicas
invasivas, dado que o género Candida é predominante entre os demais fungos,
apresentando incidéncia de 1,6% a 16%, onde a taxa de mortalidade é

alarmante, com um percentual de 25% a 60%.

Foi realizada uma pesquisa por Borges et al. (2009) em UTIN brasileira,
por meio de coletas semanais de mucosa oral e perianal. De um total de 114
neonatos internados, 19,3% estavam colonizados por Candida, na qual 31,1%
ocorreram em mucosa bucal. E um estudo epidemioldgico realizado por Tinoco-
Aratjo et al. (2013), onde houve coleta na cavidade oral de 65 recém-nascidos
prematuros hospitalizados em UTIN, manifestando alteragbes na mucosa bucal,
resultou na colonizacdo de Candida spp. em 52 pacientes (aproximadamente
80%) sendo um numero bastante elevado, onde o mesmo salienta que o

diagndstico precoce de candidiase oral previne uma possivel candidemia.

A colonizacaol/infeccdo por Candida na mucosa bucal pode apresentar
relacdo com a candidemia. Tal hipotese é evidenciada pela propagacdo dos
patégenos para regido faringea e gastrointestinal, na qual ocorre a disseminacgao
para corrente sanguinea e posteriormente propicia adesao nos 6rgaos, uma vez
qgue as leveduras podem alcancar a faringe e propiciar perfuracdo, estenose e
sangramento. Além disso, secrecfes produzidas em boca podem contaminar
dispositivos como sondas e também chegar ao trato gastrointestinal (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010).

A epidemiologia molecular é uma o6tima ferramenta para estudos que
objetivam a caracterizacéo genética, obter conhecimento sobre as similaridades

entre as espécies e a origem das infec¢cdes nosocomiais

Ha indicios sobre a colonizacéo/infec¢cado por Candida na cavidade oral
estar associada ao acometimento de fungemia, todavia, a literatura cita que néao
h& dados consistentes para tal afirmacdo. Para Junior e lzabel (2019) é
imprescindivel mais estudos longitudinais com metodologia rigorosa, tamanho

amostral significante e utilizacdo da biologia molecular, para esclarecer esta
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relacdo de causa-efeito, a fim de proporcionar novas abordagens terapéuticas,

e consequentemente obter um cuidado integral ao individuo.

4.8 TIPAGEM DE SEQUENCIA MULTILOCUS (MLST)

Conforme avanca a biologia molecular, técnicas de genotipagem estédo
sendo desenvolvidas para caracterizacdo e conhecimento acerca das estruturas
genéticas dos microrganismos. Estes métodos s&o importantes para
entendimento das relacdes genéticas, similaridade entre isolados, origem das
cepas (enddgena ou exdgena) e transmissao das infec¢des (WU et al. 2015).

A ferramenta de tipagem (digitacdo) de sequéncia multilocus, € uma
técnica biomolecular, baseada no polimorfismo de nucleotideos “single-
nucleotide polymorphisms (SNPs)” de isolados microbianos, associada a
bioinforméatica. Foi introduzido pelo estudo comandado por Maiden et al. (1998)
gue desenvolveram e validaram esta metodologia através da identificacdo de
linhagens virulentas de Neisseria Meningitidis. Estudaram 11 housekeeping
genes (genes de limpeza com aproximadamente 450 a 500 pares de base, que
sdo expressos constantemente, sendo estaveis) de 107 isolados. Em seus
resultados, observaram que havia uma correlacéo significativa entre os fatores
de viruléncia e os genes estudados, e como novidade as sequéncias poderiam
ser adicionadas em um banco de dados global, onde o endereco virtual naguela
eépoca era “World Wide Web site”.

Urwin e Martin (2003) discorreram em uma importante revisdo sobre o uso
global da MLST, e delinearam o processo desta técnica, que se da
primeiramente pela coleta de dados, que inclui; amostra dos isolados
microbianos, isolamento do DNA (métodos de extracdo), amplificacbes dos
genes alvos pela técnica da PCR, purificacdo dos produtos da PCR, reacdes de
sequenciamento utilizando primers internos, determinacdo das sequéncias dos
nucleotideos. Posteriormente ha analise de dados, por meio da realizacdo da
montagem de dados de sequéncia, investigacdo do banco de dados MLST para
sequéncia de alelos e identificacdo de DST (alelos novos sdo verificados,

encaminhados a curadoria e caso aceitos, sao incluidos ao site MLST).
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Cada sequéncia de nucleotideos (respectivo a um gene) é inserida
individualmente no banco de dados e comparada com os dados registrados no
website, se corresponder a uma sequéncia idéntica, sera fornecido um numero
de alelo e assim respectivamente. Com a sequéncia alélica informada, estes
nameros serdo reinseridos no banco de dados, e um nimero de cepa/gendtipo
sera fornecido, ou seja, o produto final € o tipo de sequéncia diploide (DST). As
sequéncias obtidas serao disponibilizadas na forma de Cromatogramas, a fim de
identificar a heterozigosidade dos SNPs, presente nos genes. E conforme as
cepas sado identificadas, as estirpes mais similares sdo organizadas em
conjuntos de isolados, denominados Clusters ou Clados (representadas por um
dendograma), por meio do software eBurst, que analisa o conjunto de dados
alélicos e unifica isolados que apresenta um Unico gene diferente — cluster clonal
(ODDS, JACOBSEN; 2008).

4.8.1 USO DE MLST PARA TIPAGEM DE CANDIDA

Para estudo do género Candida, a técnica MLST fornece informacfes
precisas sobre: identificacdo dos agentes patogénicos e suas respectivas cepas,
fontes anatémicas, caracteristicas genotipicas, variabilidade genética entre as
espécies (estruturas subpopulacionais), proporciona estabilidade gendémica e
poder discriminatério entre as estirpes (evidéncias de semelhancas). Ademais,
as informacdes do MLST para epidemiologia molecular da Candida, tém como
fungdo confirmar estudos anteriores e refinar as informagdes de dados
filogenéticos (ODDS, JACOBSEN; 2008).

A fim de verificar as similaridades entre as cepas de Candida encontradas
na cavidade oral e corrente sanguinea, a pesquisa utilizara a técnica MLST para
determinar os polimorfismos das sequéncias de DNA dos isolados e assim
caracteriza-los. Até o presente momento, a tecnologia MLST desenvolveu
esquema para as seguintes espécies: C. albicans, C. tropicalis, C, glabrata, C,
dubliniensis e C. krusei., apesar da C. parapsilosis ser um agente etiolégico
importante nos casos de candidemia, tal levedura apresenta escassez de

polimorfismos alélicos, logo, torna-se inviavel para realizacdo do MLST.
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Neste estudo, sera feito o MLST de C. albicans e C. tropicalis, pois sao
fungos responsaveis por uma parcela significativa das infec¢cdes orais e da
corrente sanguinea em pacientes infantis, além de serem comumente isoladas

da regido bucal e de hemoculturas.

4.8.1.1 MLST E CANDIDA ALBICANS

C. albicans é um fungo diploide, apresenta reproducéo clonal e elevada
heterogozidade, com aproximadamente 62.000 SNPs em seu genoma, na qual
a identificacdo dos SNPs heterozig6ticos auxilia na diferenciacdo das cepas,
possuindo alta plasticidade gendmica. Para chegar ao consenso de quantos
housekeeping genes seriam necessarios para discriminar as estirpes de C.
albicans, estudos realizados por Bougnox et al. (2002) e Tavanti et al. (2003),
manusearam até 10 fragmentos em seus respectivos isolados. Ambos o0s
pesquisadores em 2003, constataram que uma combinacdo de 07 fragmentos
de genes, com sequéncias de DNA de regides de 300 a 400 pb, seriam
suficientes para uma eficiente diferenciacdo em genaétipos unicos, sendo: AAT1
(Asparato aminotransferase), ACC1 (Acetil coenzima Acarboxilase), ADP1
(Permease ATP-dependente), MPIb (Manose fosfato isomerase), SYAL (Alanil-
RNA sintetase), VPS13 (Proteina vacuolar) e ZWF1 (Glicose-6-fosfato
desidrogenase). O endereco eletrdnico com o banco de dados de C. albicans,
encontra-se (https://pubmlst.org/calbicans/) (MATTA, 2009; DADAR et al., 2018).

Cepas de C. albicans estdo organizadas em multiplos clados maiores e
menores, somando um total de 17 clados. Epidemiologicamente, as estirpes de
C. albicans estéo inseridas frequentemente no clado 1, sendo predominantes em
grande parte do globo. Outrora, o clado 2 é encontrado majoritariamente no
Reino Unido, enquanto o clado 4 esta presente no Oriente médio e Africa, clado
11 na Europa Continental e referente aos clados 14 e 17, predominam na regiao
do Pacifico (ODDS et al. 2007).

Su et al. (2018) realizaram um estudo inédito, que possuia a finalidade de

constatar se cepas colonizadoras e patogénicas de Candida albicans possuiam
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homologia entre si, por meio da técnica MLST, em neonatos internados em UTIN.
Foram isoladas 48 amostras de 12 recém-nascidos com sepse fungica, oriundas
da faringe, anus e pele, que resultou em 05 cepas patogénicas (DST1867,
DST2551, DST2552, DST2937 e DST2945) e 36 de neonatos saudaveis,
gerando 09 gendtipos de colonizagdo. Por fim, verificaram elevada diversidade
em ambos 0s gendtipos de colonizacéo e infeccédo, onde todas as cepas eram
distintas entre os dois grupos, contudo, alguns isolados patogénicos
apresentaram uma relacdo genética altamente homéloga com certos isolados de

colonizagéao, sugerindo que tal similaridade poderia advir do mesmo ancestral.

Em consonancia Song et al. (2014) também utilizou a tipagem MLST para
investigar a clonalidade de Candida albicans, recuperadas em um periodo de 08
anos (2005-2012), isoladas de recém-nascidos em UTIN. Um total de 43 isolados
(originadas de sangue, urina e outros) foram estudados, na qual 25 tipos de
DSTs foram identificados, destes, 10 DSTs foram homélogos para 28 isolados.
Utilizaram o MLST e PFGE para confirmar se tais cepas eram homdélogas e como
resultado, 22 isolados (51,2%) compartilharam oito genoétipos, sugerindo cepas
clonais, visto que o0s Obitos ocorreram em pacientes que estavam colonizados
ou infectados por gendétipos homologos. Além disso, salientou-se que MLST é
uma Otima ferramenta para genotipar cepas provenientes de pacientes

internados em ambiente intensivo.

E Tsai et al. (2015) pesquisaram em um centro médico de Taiwan, as
caracteristicas clinicas e moleculares de candidemia em pacientes pediatricos,
durante 09 anos. Houve 79 episddios de candidemia por C. albicans, em 76
pacientes pediatricos (51,9% UTI-ped e 30,4% UTIN). De um total de 72
isolados, identificaram-se 53 DSTs, na qual DST693 e DST1849 apresentaram
maior recorréncia, sendo (22,2%) das cepas do clado 1, seguidos do (13,9%)
clado 4 e (9,7%) clado 3.

Cliff et al. (2008) executaram uma pesquisa a fim de verificar a prevaléncia
da colonizacdo de Candida em UTI. Constatou-se que 79% dos pacientes
apresentaram colonizacao, visto que a boca foi o sitio anatdmico mais colonizado
em comparagao as outras areas como virilha e dedos, além de C. albicans ser a

espécie mais isolada da cavidade oral. MLST foi a técnica escolhida para o
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estudo da epidemiologia molecular, e foram identificados 34 DSTs, visto que 0
DST69, incluido no Clado 1, foi a estirpe de C. albicans mais comumente
encontrada no estudo. Outrossim, McManus et al (2012) verificaram no banco
de dados MLST para C. albicans que isolados da cavidade oral, es6fago e
sangue de pacientes do Brasil, Holanda, Hong Kong e Irlanda eram pertencentes
ao genotipo DST444.

4.8.1.2 MLST E CANDIDA TROPICALIS

Candida tropicalis esta presente na cavidade oral e € um dos principais
responsaveis pela candidemia. O primeiro estudo para tipagem de Candida
tropicalis foi realizado por Tavanti et al. (2005) que optaram por 06 housekeeping
genes para diferenciagcdo das estirpes, sendo: ICL1(Isocitrato-liase), MDR1
(Proteina de resisténcia a mdultiplas drogas), SAPT2 (Protease aspartica
secretada 2), SAPT4 (Protease aspartica secretada 4), XYR1(D-Xilose redutase
I ou ll) e ZWF1a (Putativa glicose-6-fosfato desidrogenase). Foram testadas 106
amostras e o sistema diferenciou 87 tipos de sequéncias diploides, convergindo
em 3 clados e desta forma, verificaram que os fragmentos de genes escolhidos
apresentavam satisfatdria discriminagdo genotipica. Para ter acesso ao banco
de dados de C. tropicalis MLST, é preciso acessar 0 website
(http://pubmlst.org/ctropicalis/) (ALANIO et al. 2017).

O estudo de Wu et al. (2019) analisou o padrdo global de variacéo
genética da C. tropicalis em 16 paises, representando 5 continentes. Os dados
das sequéncias de DNA foram extraidos do banco de dados MLST de Candida
tropicalis resultando no total de 875 isolados, e constatou-se que houve um total
de 633 tipos de DSTs e 280 dos 2.677 (10,5%) nucleotideos eram polimérficos.
Além disso, 336 cepas compartilharam gendtipos similares (93 DSTs).
Concluiram que variacdes genéticas estavam associadas a nivel local e regional
e relataram que menos de 10% dos paises estdo representados no banco de
dados, devendo haver um esfor¢co para maiores registros epidemiolégicos desta

espécie.
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Na Ameérica do Sul, Magri et al. (2013) realizaram o primeiro estudo de
caracterizacdo molecular de C. tropicalis por meio do MLST. Utilizaram isolados
de C. tropicalis de pacientes adultos e pediatricos internados em UTI
diagnosticados com candidemia, em dois hospitais de ensino em S&o Paulo. De
61 isolados, 48 eram advindos da corrente sanguinea e 13 das pontas do cateter,
resultando em 39 DSTSs, visto que os DST 124, DST 139, DST 203 ja eram
registrados no website, e o0 gendtipo mais frequente foi o DST 232, o qual era

mais prevalente em criangas.
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5 ESTRATEGIAS METODOLOGICAS

5.1 TIPO DE PESQUISA

Trata-se de um estudo observacional, longitudinal e descritivo.

5.2 LOCAL DE REALIZACAO E POPULACAO DE INTERESSE

A pesquisa foi realizada em 04 unidades hospitalares, sendo a unidade A
um hospital infantil publico com UTI pediatrica e esta localizada na zona leste de
Manaus; unidade B uma maternidade publica com duas UTIs neonatais e esta
localizada na zona centro-sul de Manaus; unidade C um hospital infantil publico
com duas UTls pediatricas e esta localizado na zona oeste de Manaus; e unidade
D um hospital-maternidade privado com UTI neonatal/pediatrica localizada na

zona centro-sul de Manaus.

A coleta foi realizada durante um periodo de quatro meses, conforme os
critérios do Ministério da Saude (BRASIL, 2012), em todos o0s pacientes
neonatais (04 primeiras semanas de vida ou até 28° dia, sendo pré-termo com
idade gestacional (IG): <36 semanas; a termo com IG: 37 a 40 semanas, e pos-
termo com IG: 42 semanas) e pediatricos (lactentes a partir do 29° dia apds o
nascimento até 365 dias e criancas de 01 ano a 12 anos) que deram entrada em
UTI neonatal e pediatrica, respectivamente, nas unidades hospitalares

envolvidas no estudo.

5.3 PLANO DE RECRUTAMENTO E NUMERO DE SUJEITOS DA
PESQUISA

Entraram no estudo todos os recém-nascidos e criangas que atenderam
aos critérios de inclusao (item 5.3.1). As unidades hospitalares desta pesquisa,
somaram um total de 48 leitos de UTI neonatal/pediatrica. Portanto, a partir do

namero de leitos, média de tempo de internacao e periodo da pesquisa, estimou-
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se um numero de 100 pacientes infantis internados em UTIN e UTI-ped para

compor este estudo.

5.3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO:

Os pacientes foram incluidos no estudo mediante 0s seguintes critérios:
Aceite dos familiares ou responsaveis legais em participar da pesquisa mediante
a concordancia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);
paciente estar internado em Unidade de Terapia Intensiva neonatal e pediatrica;
apresentar faixa etaria de até 12 anos. E um mesmo paciente foi considerado
como novo caso quando houve uma nova hemocultura positiva apés 30 dias do

primeiro caso detectado.

5.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO:

Foram excluidos para coleta na cavidade oral recém-nascidos com

prematuridade extrema (<28 semanas).

5.4 PLANO DE COLETA DE DADOS

Os dados foram levantados junto ao Servico de Arquivo Médico e
Estatisticas (SAME) de cada uma das Unidades participantes do estudo,
conforme autorizagdo para utilizagdo dos mesmos. Tais autorizagbes foram
fornecidas tanto pela Secretaria Estadual de Saude, e diretores de cada uma das

Unidades.

Para caracterizar o perfil epidemiologico e clinico de pacientes internados
na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal e Pediatrica, as informacdes clinicas
foram extraidas de prontuarios médicos, por meio de um formuléario de coleta de
dados (Apéndice C), e incluiu: idade, género, naturalidade, tipo de institui¢éo,
setor, periodo de internacdo hospitalar antes da candidemia, doencas

subjacentes, cirurgia nos ultimos 30 dias, presenca de um cateter intravenoso ou
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qualquer outro dispositivo artificial no momento da internagéo e evolucgéo (alta

ou Obito).

Os responsaveis dos pacientes encaminhados a UTI neonatal ou UTI
pediatrica foram abordados pelo pesquisador, a fim de obter autorizacéo para as
coletas na cavidade bucal, bem como a permissao para uso dos fungos isolados
do paciente durante o periodo de internacdo na UTI para os estudos de
caracterizagdo dos mesmos, através do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

As coletas foram realizadas nas Unidades hospitalares, durante o periodo
determinado para o estudo, a partir da entrada de novos pacientes internados

em UTIN/UTI-ped que atenderam aos quesitos de inclusdo do estudo.

5.5 AMOSTRAS

No estudo utilizou-se os fungos da mucosa bucal para determinar os
microrganismos residentes. Os pacientes foram acompanhados enquanto
estavam internados em UTI para observar a suspeita de fungemia. O

procedimento de coleta de sangue foi feito conforme rotina da unidade hospitalar.

Para observar e correlacionar os genétipos de leveduras da cavidade oral
e corrente sanguinea, por meio da técnica molecular de Multilocus Sequence
Typing (MLST), foram manuseadas as cepas de Candida previamente isoladas
das coletas da cavidade oral (coleta feita pela pesquisadora) e de hemocultura

(coleta feita pelos profissionais das UTIS).

5.5.1 COLETA DAS AMOSTRAS

A propria pesquisadora realizou uma coleta inicial em cavidade oral -
antes da equipe de assisténcia hospitalar efetivar profilaxia com digluconato de
clorexidina 0,12% - em areas de mucosa jugal, lingua e palato duro. O material

foi coletado com a utilizacdo de swab’s estéreis, por meio de movimentos de
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friccdo, apos isso, estes dispositivos foram levados ao laboratério do Instituto
Lebnidas e Maria Deane - FIOCRUZ.

Coletou-se as amostras de sangue a partir de um vaso sanguineo
periférico, em pacientes que apresentaram sinais e sintomas clinicos de sepse,
somado a suspeita de fungemia clinica pela equipe médica, mas estes
procedimentos foram realizados pelos enfermeiros da UTIN e UTIl-ped das
Maternidades/Hospitais infantis e a hemocultura feita pelo laboratorio
responsavel no atendimento de cada unidade hospitalar.

Quando a hemocultura destes pacientes se apresentava positiva para
Candida, a pesquisadora retornava a UTI neonatal ou UTI pediatrica e realizava
uma segunda coleta em mucosa oral com swab estéril, para observar possiveis
alteracdes da micobiota bucal. Para realizacdo da genotipagem pela técnica
MLST, foi necessario que o paciente apresentasse hemocultura positiva para
Candida e tivesse sido submetido a duas coletas em mucosa oral para poder
correlacionar os genotipos de Candida encontradas na cavidade oral com as
isoladas da corrente sanguinea. Para cada caso positivo de candidemia houve
dois controles, que foram pacientes com data de admissdo e perfil clinico
similares. Assim houve uma segunda coleta da cavidade oral do paciente com
candidemia e dois pacientes controle sem candidemia para cada caso positivo.
Esse procedimento foi proposto para verificar uma possivel existéncia de
associacdo causal entre a composicdo ou mudanca da micobiota oral e o

desenvolvimento da candidemia.

5.6 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

Realizou-se as andlises no Laboratério de Biodiversidade em
Saude/Micologia do ILMD-Fiocruz. Apos a coleta em cavidade oral, os
espécimes clinicos foram semeados em uma placa de Petri contendo meio de
cultura CHROmagar™ Candida (BD, Paris, Franc¢a) e outra com meio Sabouraud

(Difco) através da rotacdo do swab na placa contendo o meio de cultura, por
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meio da técnica de esgotamento e foram incubados em estufa bacteriol6gica a

28°C por 48 horas e, apos este periodo, ocorreu a leitura das placas.

Os isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei foram identificados
pela observacdo da morfologia e pigmentacdo das colbnias apds o crescimento
nas placas com meio de cultura CHROmagar ™ Candida (BD, Paris, Franca).
Nesse meio, C. albicans apresenta colonia na cor verde, C. tropicalis na cor azul
acinzentado e C. krusei na cor rosa e rugosa. As demais espécies de Candida
sdo de cor branca a malva. Essas espécies ndo identificadas pela
macromorfologia foram sequenciadas no Laboratério Tematico de Biologia
Molecular (LTBM) no INPA, utilizando a regido ITS, conforme Taverna et al.
(2013) e detalhado no item 5.6.1.2.

As cepas isoladas das hemoculturas realizadas pelo Laboratério que
atende a unidade hospitalar foram levadas também para o Laboratério de
Biodiversidade em Saude/Micologia do ILMD-Fiocruz. E realizou-se a andlise de
pureza e confirmacao das espécies previamente identificadas, através do cultivo

em CHROMagar™ Candida ou pelo sequenciamento.

5.6.1 SEQUENCIAMENTO DAS LEVEDURAS
5.6.1.1 EXTRACAO DO DNA

A levedura néo identificada no meio cultura CHROmagar™ Candida foi
transferida com auxilio de alca bacteriolégica descartavel para microtubo
contendo 1mL do meio liquido YPD (1% extrato de levedura; 2% glicose; 2%
peptona) e foi incubado a 28°C durante 16 a 24 horas. A extragdo deu-se atraves
da utilizacdo do Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Germany). Apos
centrifugar a 8000 rpm (5200 RCF) por 1 minuto e desprezar o sobrenadante, foi
acrescido ao microtubo 180 pL de tampdo de lise (ATL) e pérolas de vidro
lavadas em &cido. As células foram rompidas com choque mecanico através de
maceracao durante 2 minutos e depois procedeu-se a extracdo genémica com
adicdo de Proteinase K overnight a 56°C. Posteriormente a este periodo, foi

adicionado 200 pL de tampéao de guanidina (AL) e feita agitacéo a frio em vortex
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por 15s para posterior incubacao por 10 min a 72 °C, em termobloco. Em
seguida, foi adicionado o mesmo volume, 200 uL, desta vez de etanol e feita a
homogeneizacdo em agitador. A mistura sera transferida para as colunas de
silica e centrifugada a 8000 rpm (5200 RCF) por 1 min. O material foi transferido
para um novo tubo da coluna e 500 pL do primeiro tampao de lavagem foram
adicionados a coluna (AW1), para em seguida, ser centrifugado por 1 min a 8000
rpm (5200 RCF). Novamente procedeu-se a troca do tubo da coluna e 500 uL do
segundo tampao de lavagem (AW2) foram adicionados a coluna de silica, e
centrifugado a 14000 rpm (15900 RCF) por 3 min. O DNA foi recuperado com
100 pL de tampéo de eluicao (AE) préprio do kit, apds centrifugacdo a 8000 rpm

(5200 RCF) por 1 min. A coluna foi desprezada e o filtrado armazenado a -20 °C.

5.6.1.2 AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DOS GENES,
SEQUENCIAMENTO E ANALISE

Foram utilizados os primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ') e
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 ') para a amplificagdo da regido ITS.
As reacdes foram realizadas em um volume de 25 pL contendo: 10,2 uL de H,0
ultrapura, 2,5 mM de solucao tampéo, 4 mM de MgClz, 5,0 mM de dNTP, 0,5 uM
de cada primer, 0,3 U Tag DNA polimerase e 30 ng de DNA. As amplificacdes
foram realizadas nas seguintes condi¢des: 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos
a 94°C por 30 seg, 55°C por 1 min, 72°C por 2 min e uma extensao final a 72°C
por 10 min (Taverna et al, 2013).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain em tampao TBE 1x, juntamente
com marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen™) e corante

6x Orange Loading Dye, visualizados em um transiluminador de luz UV.

A purificagédo do DNA amplificado foi feita de acordo com protocolo do kit
de purificacdo de DNA (PROMEGA). As reacdes de sequenciamento foram feitas
utilizando-se o kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystems) de acordo com instru¢cdes do fabricante. Os produtos da PCR foram

sequenciados na direcdo forward e reverse utilizando os mesmos primers da
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amplificagéo inicial. A eletroforese capilar foi realizada em sequenciador ABI 3130

Genetic Analyzer.

A similaridade das sequéncias foi obtida usando a ferramenta de
alinhamento de sequéncia do Fungal Biodiversity Centre no site da CBS

(cbs.knaw.nl/collections/BioloMICSSequences.aspx) (Holanda).

5.7 TIPAGEM MOLECULAR POR SEQUENCIAMENTO DE MULTILOCUS
(MLST) DE CANDIDA

Foi feito o MLST de Candida albicans e C. tropicalis.

5.7.1 EXTRACAO DO DNA DAS AMOSTRAS ESTUDADAS

A extracdo de DNA foi feita conforme o item 5.6.1.1.

5.7.2 AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DOS GENES
SELECIONADOS PARA O ESTUDO DO MLST

Essa etapa compreendeu a amplificacdo dos “housekeeping genes” de
cada espécie de Candida selecionada. Para C. albicans, foram estudados 7
genes, sendo: AAT1, ACC1, ADP1, MPIb, SYAL, VPS13 e ZWF1, conforme a
metodologia descrita nos trabalhos de Bougnoux et al. (2002), Bougnoux et al.
(2003). Referente a C. tropicalis, foram analisados 6 genes: ICL1, MDR1,
SAPT2, SAPT4, XRY1, ZWFl1a, de acordo com estudo de Tavanti et al. (2005).
As sequéncias dos “primers” utilizados na amplificagdo de cada um dos

fragmentos estao descritas nos quadros 1 e 2.
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Quadro 1. Lista de fragmentos de genes que foram amplificados no ensaio do MLST para C.
albicans com as sequéncias dos respectivos primers.

Tamanho
Produto do _ do
Gene Primers )
gene Aplicon
(pb)
Fwd 5-ACTCAAGCTAGATTTTTGGC -3’
Asparato
AAT1la ' Rev, 5-CAGCAACATGATTAGCCC -3 478
Aminotransferase
Fwd,5'GCAAGAGAAATTTTAATTCAATG-
Acentilcoenzima 3
AAC1 ) Rev, 5-TTCATCAACATCATCCAAGTG-3 519
Acarboxilase
Fwd 5-GAGCCAAGTATGATTTG -3’
Permease Rev, 5-TTGATCAACAAACCCGATAAT -
ADP1 , 537
ATPdependente |3
Fwd 5-ACCAGAAATGGCCATTGC-3 '
Manose Fosfato
MPib Rev, 5-GCAGCCATGCATTCAATTAT -3 486
Isomerase
. Fwd 5-AGAAGAATTGTTGCTGTTACTG
Alanil ~RNA v
SYAl . -3'Rev, 5'- 543
Sintetase GTTACCTTTACCACCAGCTTT -3’
] Fwd, 5-TCGTTGAGAGATAATCGACTT -
Proteina 3 'aRev 5
VPS13 aRev 5'- 741
Vacuolar ACGGATGGATCTCCAGTCCC-3a
Fwd 5-GAGCCAAGTATGAATGATTTG-
Glicose-6-fosfato | s 3
ZWF1 _ 3 Rev, 5 702
desidrogenase | TTGATCAACAAACCCGATAAT-3’



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1287820/table/t2/?report=objectonly#t2fn1
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Quadro 2. Lista de fragmentos de genes que foram amplificados no ensaio do MLST para C.

tropicalis com as sequéncias dos respectivos primers.

desidrogenase

Tamanho
Produto do . .
Gene Primers do Aplicon
gene
(pb)
Fwd 5'-
CAACAGATTGGTTGCCATCAGAGC-3
ICL1 Isocitrato-liase | Rev, 5 447
CGAAGTCATCAACAGCCAAAGCAG-3
i Fwd, 5-TGTTGGCATTCACCCTTCCT-
Proteina de 3
MDR1 resisténciaa | oo 5 TGGAGCACCAAACAATGGGA- 425
multiplas 3’
drogas
Protease Fwd 5-CAACGATCGTGGTGCTG-3 '
secretada 2
Protease Fwd 5"
aspartica TGCTTCTCCTACAACTTCACCTCC-3'
SAPT4 Rev, 5'- 390
secretada 4
ATTCCCATGACTCCCTGAGCAACA-3
D-Xilose Fwd5-AGTTGGTTTCGGATGTTG-3'
YRY1 redutase | ou || | ReY: 5-TCGTAAATCAAAGCACCAGT- 370
3 I
Putativa Fwd, 5-GGTGCTTCAGGAGATTTAGC-
glicose-6- | 3 “Rev
ZWF1la 5'’ACCTTCAGTACCAAAAGCTTC-3 520
fosfato



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1287820/table/t2/?report=objectonly#t2fn1
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A amplificagdo dos fragmentos pela PCR foi feita com volume final de
reacdo de 30 ml contendo ~40 ng de DNA gendbmico e as seguintes
concentracdes finais de reagentes: 17,5 ul agua ultrapura, 2,5 pl solucédo tampéao
a 10X sem MgCl2, 1,0 ul de MgClI2 a 50 mM, 0,5 pl de dNTPs a 10 mM, 1 pl de
cada primer forward e reverse a 5 mM e 0,5 U de Tag DNA polimerase. As
condicdes da reacdo de PCR implicaram na desnaturacéo por 3 minutos a 94 °C
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, hibridizacédo por 1
minuto a 52°C, extensédo por 1 minuto a 72°C e extenséo final por 10 minutos a
72°C. Apods essa etapa foi feita a purificacdo dos produtos de PCR por PEG 8000

(Polietilenoglicol).

5.7.3 REACAO DE SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS DOS
GENES ESCOLHIDOS

O sequenciamento foi realizado no Laboratério Tematico de Biologia
Molecular no INPA. Foram utilizados os fragmentos descritos no item 5.7.2, apés
a amplificacdo e purificacdo dos produtos de PCR. A reacao de sequenciamento
foi realizada de acordo com as instrugbes do fabricante do Kit BigDye ®
Terminator V3.1. Seu volume final foi de 10 ml contendo ~5 a 20 ng de produto
amplificado e as seguintes concentracdes finais de reagentes: 3,5 ul agua
ultrapura, 2,0 ul do primer especifico a 3,3 mM, 0,5 ul de BigDye a 2,5x%, 2,0 pl
de tampédo a 5x e 2 ul de produto amplificado. As condicbes da reacdo de
sequenciamento foi a desnaturacédo por 1 minuto a 95 °C seguido de 20 ciclos
de desnaturacéo a 95 °Cpor 10 segundos, hibridizacdo a 55 °C por 15 segundos
e extenséo a 60 °C por 2 minutos seguidos de 10 ciclos de desnaturacdo a 95
9C por 10 segundos, hibridizacédo a 55 °C por 15 segundos e extensdo a 60 °C
por 3 minutos, com extensdo final a 72 °C por 7 minutos. Apds esse
procedimento realizou-se a purificacdo da reacdo de sequenciamento e a

eletroforese capilar foi realizada no sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer.
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5.7.4 IDENTIFICACAO DOS SITIOS POLIMORFICOS

As sequéncias obtidas foram disponibilizadas na forma de
cromatogramas, a fim de identificar a heterozigosidade presente nos genes
estudados. Para isso, alinhou-se utilizando o Programa Sequencher 5.4.6. Os
sitios heterozigodticos foram substituidos pelas letras K, M, S, R, Y e W
padronizadas pelo sistema internacional de codigos IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry). Cada uma dessas letras corresponde a uma
heterozigose. Quando a sequéncia apresenta uma heterozigose envolvendo as
bases G+T=K / A+C=M / C+G=S /| A+G=R / C+T=Y e A+T=W. As sequéncias
Forward e Reverse foram alinhadas gerando uma sequéncia consenso que foi

analisada no site https://pubmist.org/calbicans/ e http://pubmlst.org/ctropicalis/

para que fossem identificados os alelos para cada um dos genes (essas
combina¢cdes foram depositadas nesse banco de dados) e gerar os DSTs,

conforme esta detalhado no item 4.7.5.

5.7.5 INTRODUCAO DAS SEQUENCIAS NO WEBSITE OFICIAL DO
MLST PARA COMPARACAO COM A BASE DE DADOS

Cada cepa foi caracterizada quanto aos DSTs que resultaram da
combinacdo dos alelos obtidos dos genes estudados de C. albicans e C.
tropicalis. Sequéncias foram copiadas e adicionadas ao site oficial do MLST

(https://pubmist.org/calbicans/) e (http://pubmlist.org/ctropicalis/) onde houve a

possibilidade de introduzir a sequéncia de um determinado gene por vez de cada
isolado para a verificagdo do alelo correspondente aquela sequéncia. A
finalidade foi comparar com a base de dados do MLST via internet, e apoés ter
todos os alelos definidos, incluiu-se novamente no site MLST afim de determinar
0 genotipo/DST da cepa isolada e desta forma, realizou-se a comparacao entre
as cepas de Candida da cavidade oral e corrente sanguinea, afim de verificar a

possivel relagéo.

A analise das sequéncias foi realizada pelo sistema Jalview do website

qgue fornece o numero do DST e, se a sequéncia corresponde a alguma ja


https://pubmlst.org/calbicans/
https://pubmlst.org/calbicans/
http://pubmlst.org/ctropicalis/
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existente na base de dados de maneira idéntica ou similar a um determinado
perfil alélico. Desta maneira, se nosso alelo ndo for encontrado na base de dados
do MLST para C. albicans e C. tropicalis, € importante retornar ao cromatograma
para verificar se houve algum erro durante a analise da leitura visual ou se a

diferenca encontrada é real.

Os novos alelos encontrados poderao ser adicionados ao banco de dados
do website depois do envio das sequéncias e cromatogramas aos responsaveis
pela base de dados que assinalardo estas sequéncias como sendo novos
genatipos. O DST é determinado pela combinacéo dos alelos encontrados para

cada gene analisado.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados apurados foram registrados em uma planilha de coleta
desenvolvida no programa Microsoft Excel®, contendo as variaveis.
Posteriormente foram analisados no software estatistico R na versdo 4.0.2,
usando o Rstudio verséo 1.1.4, com pacotes diversos (tidyverse, gtsummary e
gt). Para as variaveis numéricas foram utilizadas como medidas resumo a média
ou mediana e para as variaveis categoricas foram utilizados as frequéncias e os

percentuais.

As distribuicbes de frequéncias das caracteristicas clinicas e

epidemioldgicas foram apresentadas na forma de tabelas.

5.9 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS DA PESQUISA

Este trabalho foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos do Hospital Universitario Getulio Vargas (HUGV) e esta aprovado com
0o CAAE- Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica N.
47110821.2.0000.9167. A coleta de dados respeitou 0s preceitos eéticos

recomendados internacionalmente, no que diz respeito a pesquisa com seres
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humanos e o disposto na Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
(CNS), assim como o disposto na Resolugcdo 510/CNS/2016.

Quanto aos participantes da pesquisa, 0s responsaveis legais foram
apresentados ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
(Apéndice A), onde foram convidados a permitirem a participacdo dos menores
voluntariamente neste estudo, se concordarem e derem seu consentimento por

escrito, assinando duas vias do TCLE.

5.10. ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Os isolados originais foram repicados em duplicata em tubos de ensaio
com meio de cultura Agar Sabouraud glicose 2% e armazenados no Laborat6rio
de Biodiversidade em Saude/Micologia do ILMD-Fiocruz para preservacao
durante o periodo do estudo. Os responsaveis assinaram um Termo de
Consentimento livre e Esclarecido para Biorrepositorio (Apéndice B) para

permitir o armazenamento das amostras.
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6 RESULTADOS

6.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO E CLINICO DOS PACIENTES
INTERNADOS EM UTIN E UTI-PED

Entre os meses de julho a novembro de 2021, participaram da pesquisa
um total de 107 pacientes dos quais obtiveram-se dados de prontuario para
descricao do perfil epidemioldgico e clinico, sendo 61 (57,01%) recém-nascidos
da UTI neonatal, 22 (20,56%) lactentes e 24 (22,43%) crian¢as da UTI pediatrica.
As unidades hospitalares foram designadas como A (hospital infantil publico), B
(maternidade publica), C (hospital infantii pudblico) e D (hospital

infantil/maternidade privada).

Referente a UTI neonatal (Tabela 1), a média de idade para os recém-
nascidos internados, no momento da avaliacdo, foi de 11 dias com idade
gestacional de 33,9 semanas (pré-termo moderado), onde constatou-se um
predominio de pacientes do sexo masculino (54%), sendo 71% (43/61) da
raca/cor parda e 29% (18/61) da cor branca, com peso médio de 2000 g e quanto
ao parto, 66% nasceram de parto cesarea, enquanto 34% foram de parto normal.
Identificou-se também, que 80% dos neonatos fizeram uso de ventilacao
mecanica, 57% de nutricdo parenteral, 41% cateter umbilical e 33% precisaram
ser intubados. Concernente a evolugdo, o percentual de 6bitos foi de 12%.

Para a UTI pediatrica (Tabela 1), constataram-se dois grupos com faixas
etérias distintas: pés-neonatal ou lactente (>29 a 365> dias de vida) e infantil (01
a 12 anos). Sobre o perfil de lactentes hospitalizados, no momento da coleta,
notou-se uma idade média de 02 meses, sendo, em sua maioria, do género
masculino (55%), onde na variavel raga/cor, percebeu-se a predominancia de
pardos 77,3% (17/22), seguida da cor branca 22,7% (5/22) e com peso médio de
4.800 kg. Quanto a necessidade de dispositivos clinicos, observaram-se:
ventilagdo mecanica (77%), intubagdo (55%), nutricAo parenteral e cateter

umbilical (9,1%), concomitantemente. Foram a 0bito 26% destes pacientes.

Em relacdo as criancas (01 a 12 anos), estas apresentaram uma idade

média de 03 anos, com percentual de 67% para o sexo masculino, peso médio
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15.500 kg e quanto a raca/cor 95,8% (23/24) eram pardas e 4,2% (1/24) eram
da raca branca. Sobre o uso de dispositivos hospitalares, 88% dos pacientes
necessitaram de intubacdo e ventilacdo mecanica, seguido da nutricao

parenteral (8,3%). Nesse grupo de pacientes 17% foram a ébito.

Salienta-se que, até o encerramento da pesquisa, 08 pacientes neonatos
e pediatricos ainda continuaram hospitalizados, logo, impossibilitou-se o
desfecho sobre a evolucéo destes.

Tabela 1. Perfil epidemiolégico e clinico de pacientes internados em UTIN e UTI-ped de 04 unidades
hospitalares localizadas em Manaus — AM, durante os meses de julho a novembro de 2021

Variaveis Fase
Neonatal, n = 61* Pés-neonatal, n = 221 Infantil, n = 24!

Idade (dias) 11 (7-16) 60 (1-6) 1095 (730-2190)
Sexo

F 28 (46%) 10 (45%) 8 (33%)

M 33 (54%) 12 (55%) 16 (67%)
Peso (kg) 2.0 (0.8) 4.8(2.2) 15.5 (6.7)
Evolugao

Alta 50 (88%) 14 (74%) 19 (83%)

Obito 7 (12%) 5 (26%) 4 (17%)

Indefinido 4 3 1
Idade Gestacional 33.9(4.3) 36.7 (4.5) NA (NA)
(semanas)
Parto

Cesarea 40 (66%) 6 (86%) 0 (NA%)

Normal 21 (34%) 1(14%) 0 (NA%)
Cateter Umbilical

Sim 25 (41%) 2 (9.1%) 0 (0%)

Nao 36 (59%) 20 (91%) 24 (100%)
Nutri¢cao Parenteral

Sim 35 (57%) 2 (9.1%) 2 (8.3%)

N3o 26 (43%) 20 (91%) 22 (92%)
Ventilagdo Mecanica

Sim 49 (80%) 17 (77%) 21 (88%)

Nao 12 (20%) 5(23%) 3 (12%)
Intubagao

Sim 20 (33%) 12 (55%) 21 (88%)

N3o 41 (67%) 10 (45%) 3 (12%)

IMedian (25%-75%); n / N (%); Mean (SD)



59

Os motivos de internacdo mais observados na UTI neonatal foram a
prematuridade com 70% dos casos, seguidos da sepse (46%), pneumonia (21%)
e malformacdo congénita (13%). No que se refere a UTI pediatrica, os
diagndsticos clinicos mais presentes nos prontuarios para os lactentes foram a
pneumonia (36%), sepse (32%), insuficiéncia respiratéria (23%) e prematuridade
(14%). E quanto as criancas, observou-se pneumonia (42%), leucemia (21%),
neuropatia (21%) e sepse (12%). Na tabela 2, encontra-se todos os diagndésticos

clinicos relatados durante o periodo do estudo.

Tabela 2. Diagndstico clinico dos pacientes hospitalizados em UTIN e UTI-ped de 04 unidades
hospitalares localizadas em Manaus — AM, durante os meses de julho a novembro de 2021.

(continua)
Fase

Motivo de internagao Neonatal, n = 61" Pos-rll\lt_ezr;e:tal, Infantil, n = 24
Prematuridade 43 (70%) 3 (14%) 0 (0%)
Sepse 28 (46%) 7 (32%) 3 (12%)
Pneumonia 13 (21%) 8 (36%) 10 (42%)
Insuficiéncia respiratdria 0 (0%) 5(23%) 1(4.2%)
Leucemia 0 (0%) 1 (4.5%) 5(21%)
Neuropatia 0 (0%) 0 (0%) 5(21%)
Bronquite aguda 0 (0%) 2 (9.1%) 0 (0%)
Sindrome de Guillan Barre 0 (0%) 0 (0%) 2 (8.3%)
Hidrocefalia 1(1.6%) 0 (0%) 1(4.2%)
Convulsao 1(1.6%) 1 (4.5%) 1(4.2%)
Empiema pleural 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Insuficiéncia renal 1(1.6%) 1 (4.5%) 1(4.2%)
Dismotilidade gastrica 1(1.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Intolerancia alimentar 1(1.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Sindrome de down 1(1.6%) 2 (9.1%) 1(4.2%)
Choque séptico 1(1.6%) 1 (4.5%) 0 (0%)
Cianose 2 (3.3%) 1(4.5%) 0 (0%)
Desconforto respiratério 1(1.6%) 1 (4.5%) 0 (0%)
Hipoglicemia 3 (4.9%) 0 (0%) 0 (0%)
Hipotermia 2 (3.3%) 0 (0%) 0 (0%)
Sifilis congénita 4 (6.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Asfixia ao nascer 2 (3.3%) 0 (0%) 0 (0%)
Anemia 3 (4.9%) 0 (0%) 1(4.2%)
Microcefalia 1(1.6%) 2 (9.1%) 1(4.2%)
Epilepsia 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Endocardite 0 (0%) 1 (4.5%) 0 (0%)
Pericardite aguda 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)
Sindrome leucostatica 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)

Depressao neonatal 3 (4.9%) 0 (0%) 0 (0%)
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Tabela 3. Diagnostico clinico dos pacientes hospitalizados em UTIN e UTl-ped de 04 unidades
hospitalares localizadas em Manaus — AM, durante os meses de julho a novembro de 2021.
(concluséo)

Hemorragia 1(1.6%) 1 (4.5%) 0 (0%)
Ictericia 7 (11%) 0 (0%) 0 (0%)
Miocardiopatia 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Hidronefrose 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Hepatomegalia 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Sindrome de founier 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)
Apneia 4 (6.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Mal formagao congénita 8 (13%) 3 (14%) 1(4.2%)
Cardiopatia congénita 5(8.2%) 0 (0%) 0 (0%)
Derrame pleural 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)
Piodermite 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)
Artrite piogénica 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)
Intussuscepgao 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Diarreia 0 (0%) 2 (9.1%) 0 (0%)
Desnutri¢dao 0 (0%) 1(4.5%) 1(4.2%)
Hidrotorax 1(1.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Disturbio de coagulagcdo 1(1.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Politraumatismo 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)
Escabiose 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Celulite 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)
Fratura 0 (0%) 0 (0%) 1(4.2%)
In/N (%)

Correspondente as doencas de base, as infec¢bes pulmonares foram as
comorbidades mais encontradas em recém-nascidos e lactentes com 30% e
36%, respectivamente. Em criancas, identificou-se a doenc¢a neurolégica com o
maior percentual (42%), seguido da doenca pulmonar (38%), conforme a tabela
3.

Tabela 4. Doencas de base de pacientes hospitalizados em UTIN e UTI-ped de 04 unidades
hospitalares localizadas em Manaus — AM, durante os meses de julho a novembro de 2021.

(continua)
Fase
Comorbidades N:c;nz:tl?I, Pos-nec;r;?tal, n= Infantil, n = 24
Doenca neuroldgica
Sim 5 (8%) 6 (27%) 10 (42%)
Ndo 56 (92%) 16 (73%) 14 (58%)

Doenca pulmonar
Sim 18 (30%) 8 (36%) 9 (38%)
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Tabela 5. Doencas de base de pacientes hospitalizados em UTIN e UTI-ped de 04 unidades
hospitalares localizadas em Manaus — AM, durante os meses de julho a novembro de 2021.
(concluséo)

Nao 43 (70%) 14 (64%) 15 (62%)
Doenca Cardiaca

Sim 6 (9.8%) 4 (18%) 2 (8.3%)

Ndo 55 (90%) 18 (82%) 22 (92%)
Neoplasia

Sim 1(1.6%) 1 (4.5%) 5(21%)

Nao 60 (98%) 21 (95%) 19 (79%)
Doenga gastrointestinal

Sim 3(4.9%) 4 (18%) 0 (0%)

Nao 58 (95%) 18 (82%) 24 (100%)
Insuficiéncia renal

Sim 1(1.6%) 1 (4.5%) 1(4.2%)

Nao 60 (98%) 21 (95%) 23 (96%)
In/ N (%)

Os antibidticos de maior uso na UTI neonatal foram: Ampicilina (64%),
Gentamicina (56%) e Tazocin (25%). JA na UTI pediatrica, para os lactentes
observou-se a Vancomicina (27%), Ceftriaxona (27%), Gentamicina (14%) e
relacionado as criancas, a Vancomicina (42%), Ceftriaxona (33%),
Ciprofloxacino, Tazocin e Meropenem (17%) foram majoritarios no uso clinico
(Tabela 4).

Tabela 6.Tratamento antimicrobiano de pacientes hospitalizados em UTIN e UTI-ped de 04
unidades hospitalares localizadas em Manaus — AM, durante os meses de julho a novembro

de 2021. (continua)
Fase
Antibidticos Neonatal, Pdés-neonatal, Infantil,
n= 61! n= 22! n= 24!
Vancomicina 3 (4.9%) 6 (27%) 10 (42%)
Ciprofloxacino 0 (0%) 1(4.5%) 4 (17%)
Ceftriaxona 0 (0%) 6 (27%) 8 (33%)
Tazocin 15 (25%) 1(4.5%) 4 (17%)
Ampicilina 39 (64%) 2 (9.1%) 0 (0%)
Gentamicina 34 (56%) 3 (14%) 0 (0%)
Amicacina 9 (15%) 2 (9.1%) 3(12%)
Eritromicina 1(1.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Meropenem 0 (0%) 2 (9.1%) 4 (17%)
Cefalexina 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Metronidazol 0 (0%) 2 (9.1%) 1(4.2%)
Cefepima 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)

Penicilina cristalizada 3(4.9%) 0 (0%) 0 (0%)
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Tabela 7.Tratamento antimicrobiano de pacientes hospitalizados em UTIN e UTI-ped de 04
unidades hospitalares localizadas em Manaus — AM, durante os meses de julho a novembro

de 2021. (concluséo)
Oxacilina 0 (0%) 1(4.5%) 0 (0%)
Claritromicina 0 (0%) 1 (4.5%) 0 (0%)

In /N (%)

6.2 CARACTERIZACAO DA MICOBIOTA ORAL DE PACIENTES
INTERNADOS EM UTIN E UTI-PED

A coleta na cavidade oral ocorreu em 96 pacientes (os demais
participantes ndo puderam ser coletados pois receberam alta ou foram a 6ébito,
e recém-nascidos com prematuridade extrema foram excluidos desta etapa do
estudo). Destes 96, 74 apresentaram coloniza¢cdo microbiana (Figura 05), nos

quais em 33 pacientes (44,6%), o isolamento de Candida foi identificado.

Figura 5. Leveduras isoladas da cavidade oral de pacientes internados em UTIN
e UTl-ped de unidades hospitalares estudadas em Manaus — AM, entre os
meses de julho e novembro de 2021. (A) Meio CHROmagar: coldnias
esverdeadas, opacas, com bordas delimitadas e em meio Sabouraud: col6nias
brancas, opacas e com bordas delimitadas; (B) Meio CHROmagar: crescimento
de colbnias azuis, de aspecto metalizado, halo azulado; (C) Meio CHROmagar:
colbnias brancas com centro rosado, com bordas delimitadas e aspecto opaco.
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Ao todo, foram obtidos 37 isolados de leveduras do género Candida
(Tabela 5). A identificacdo foi realizada por meio da macromorfologia e
pigmentacdo em meio CHROmagar para C. albicans, C. tropicalis e C. krusei.
Para identificar a nivel de espécie, optou-se pelo sequenciamento da regido ITS,
onde ocorreu primeiramente a extracdo de DNA, posteriormente, a amplificacdo
pelos primers ITS1 e ITS4, cuja visualizacéo foi realizada pela eletroforese em
gel de agarose, a qual revelou bandas em uma altura de 400 a 600pb (Figura

06) e por fim, o sequenciamento no sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer.

As sequéncias obtidas foram analisadas no site da CBS
(cbs.knaw.nl/collections/BioloMICSSequences.aspx) e em questdo de

similaridade, foram considerados confiaveis valores acima de 95%.

Figura 6. Gel de agarose dos isolados clinicos provenientes da cavidade
oral de pacientes internados em UTIN e UTIl-ped de 04 unidades
hospitalares localizadas em Manaus — AM, nos meses de julho e novembro
de 2021. Em sequéncia: Marcador Ladder 100bp (M), Cyberlindnera
fabianni (1), Candida duobushaemulonii (2), Candida parapsilosis (3),
Candida parapsilosis (4), Candida thasaenensis (5), Candida haemulonis
(6), ZO-FPS2 (ndo amplificado), Candida parapsilosis (8) e controle
positivo (9).
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Tabela 8. Hospitais infantis e maternidades estudadas em Manaus — AM entre julho e novembro
de 2021, pacientes internados em UTI neo e UTI-ped e suas respectivas faixas etarias, além de
espécies isoladas da cavidade oral

Unidades Pacientes Fase Espécies
A 1 Infantil Candida glabrata
A 2 Infantil Candida duobushaemulonii
Candida albicans

A 3 Infantil Candida tropicalis
Candida orthopsilosis

A 4 Infantil Pichia kudriavzevii

A 5 Pdés-neonatal Candida albicans

A 6 Infantil Candida albicans

A 7 Pés-neonatal Candida albicans

A 8 Infantil Candida albicans

A 9 Infantil Candida tropicalis

A 10 Infantil Candida tropicalis

B 11 Neonatal Cand/:da paraps{/os{s
Candida parapsilosis

B 12 Neonatal Candida thasaenenis

B 13 Neonatal Candida haemulonis

B 14 Neonatal Cyberlindnera fabianni

B 15 Neonatal Candida albicans

B 16 Neonatal Candida albicans

B 17 Neonatal Candida albicans

B 18 Neonatal Candida albicans

B 19 Neonatal Candida albicans

B 20 Neonatal Candida albicans

B 21 Neonatal Candida albicans

B 22 Neonatal Candida albicans

B 23 Neonatal Candida haemulonis

B 24 Neonatal Candida parapsilosis

B 25 Neonatal Candida parapsilosis

C 26 Infantil Cyber/.indnera faf;ia/.vii
Candida parapsilosis

C 27 Pdés-neonatal Candida albicans

C 28 Infantil Candida tropicalis

C 29 Pds-neonatal Candida tropicalis

C 30 Pés-neonatal Candida tropicalis

C 31 Infantil Candida tropicalis

D 32 Infantil Candida albicans

D 33 Infantil Candida albicans
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De um modo geral, a espécie C. albicans foi a levedura mais isolada na
cavidade oral com 43,25% (16/37). ldentificou-se também, C. tropicalis com
18,91% (7/37), C. parapsilosis 13,51% (5/37), além de Cyberlindnera fabianni
(Candida fabianni, CBS:5482) e C. haemulonis (CBS:5149) com 5,40 % (2/37)

respectivamente.

Na UTIN, houve predominio de C. albicans (50%, 8/16), C. parapsilosis
(25%, 4/16) e C. haemulonis (12,5%, 2/16), além da espécie C. thasaenensis
(CBS:12529). Para UTI-ped, houve isolamento de C. albicans (38%, 8/21), C.
tropicalis (33%, 7/21), bem como espécies incomuns como: C.
duobushaemulonii (CBS:6915) e Pichia kudriavzevii (CBS:2048) que é o

teleomorfo de C. Krusei.

Observou-se também a colonizacdo de espécies diferentes no mesmo
paciente, sendo o caso de uma crianga internada em UTI-ped, por motivo de
atropelamento, a mesma teve fratura na base do cranio e nos ossos maxilares.
Diante deste cenario, houve dificuldade para realizacdo da higienizacao oral e
apos a coleta por meio de swab, constatou-se a presenca de 03 leveduras
diferentes: C. albicans, C. tropicalis e C. orthopsilosis (Figura 7). Deste modo, a
equipe de enfermagem foi informada acerca da situacdo e reforcaram as
medidas profilaticas para evitar quaisquer infeccdes.

Figura 7. Isolados de espécies da cavidade oral de 01 paciente internado em
UTI-ped em Manaus — AM, em novembro de 2021. Sendo: C. orthopsilosis (A),
C. albicans (B) e C. tropicalis (C) em meio CHROmagar.
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Quanto as condi¢cdes clinicas da cavidade oral, houve casos de:
macroglossia, xerostomia, fenda labio-palatina, ulceracbes em lingua, bochecha,
mucosas ressecadas e sanguinolentas, bem como, candidiase
pseudomembranosa, ocasionada pela espécie C. albicans, cujo tratamento foi
nistatina solucao oral (04 vezes ao dia). Verificou-se também, a presenca do
cirurgido-dentista somente na unidade C (hospital infantil publico), cujas visitas
ocorriam semanalmente nas enfermarias e UTIs pediatricas, visto que o
profissional além dos atendimentos odontol6gicos, realizava capacitacao para as
equipes (enfermeiros e técnicos de enfermagem), instruia sobre higienizacao e

escolhas de substancias quimicas para os procedimentos.

A sequir, a tabela 6, demonstra os procedimentos realizados na cavidade
oral dos pacientes hospitalizados em UTIs das unidades hospitalares envolvidas

na pesquisa:

Tabela 9. Unidades hospitalares estudadas em Manaus — AM, entre os meses de julho e
novembro de 2021 e suas respectivas condutas em relagédo aos cuidados bucais

Unidade Procedimentos

Utilizam gluconato de clorexidina a 0,12% e bicarbonato
A diluido para higienizacdo dos pacientes lactentes. A
escovacao é direcionada para criancas maiores.

B Fazem uso de gaze umedecida com dagua destilada para
higienizacdo da cavidade oral dos recém-nascidos.

Todos os pacientes internados sdo higienizados por meio da
escovacdo, ou fazem uso de bicarbonato diluido ou

C gluconato de clorexidina a 0,12%. Em casos de candidiase
oral preconizam o fluconazol.

Os enfermeiros utilizam gluconato de clorexidina a 0,12%
D com gaze em lactentes e em pacientes pedidtricos realizam
a escovagdo com dentifricio fluoretado.
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6.3 PERFIL EPIDEMIOLOGICO E CLINICO DOS PACIENTES
INTERNADOS EM UTIN E UTI-PED COM FUNGEMIA.

Dos 107 pacientes internados em UTIN e UTI-ped, 05 apresentaram
hemocultura positiva para o género Candida, sendo 04 recém-nascidos
prematuros (80%) de uma maternidade publica e 01 crianca (20%) advinda de

um hospital publico infantil.

No periodo da infec¢éo fungica invasiva, 0s neonatos apresentaram uma
meédia de 28 dias de vida, com idade gestacional média de 31,5 semanas (pré-
termo precoce), sendo 75% (3/4) da raca parda e 25% (1/4) da raga branca, com
peso médio de 1339 g, dado que, 100% dos pacientes nasceram de parto
normal. De igual modo, uma crianca de 05 anos, parda, neuropata (quadro de
microcefalia), com 20,000 kg recebeu o diagndstico de fungemia. No geral, o
género predominante foi do sexo feminino (80%) e acerca da procedéncia, 04
pacientes eram de Manaus e 01 recém-nascido foi transferido do municipio de

Eirunepé (Tabela 7).

A respeito do perfil clinico destas criancas, os motivos de internagdo mais
relatados (Tabela 8) foram a sepse (100%), seguido da prematuridade (80%) e
pneumonia (40%), na qual as comorbidades predominantes foram a doenca
cardiaca e doenca pulmonar em 40% dos casos. Outrossim, o tempo de
internacdo média nas unidades intensivas foram de 70 dias, e entre o periodo de
admissao hospitalar e o diagnéstico positivo para candidemia observou-se uma

média de 18 dias.

Ademais, os fatores de risco para candidemia mais observados foram:
ventilacdo mecanica (80%), intubacdo e cateter umbilical (60%), nutricdo
parenteral (40%) e procedimento cirargico (laparotomia exploratéria associada a
flebotomia) 30 dias antes do diagndstico de fungemia (20%). E no que concerne
a evolucdo, 01 paciente foi a 6bito em decorréncia da fungemia, aléem dos

diagnésticos de sifilis congénita, ventriculomegalia e hidrotérax.
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Tabela 10. Perfil epidemiolégico e clinico de pacientes com fungemia
internados em 02 unidades hospitalares localizadas em Manaus — AM, entre

0s meses de julho e novembro de 2021.

Variaveis F.ungemlal
sim,n=5

Fase

Infantil 1 (20%)

Neonatal 4 (80%)

Pds-neonatal 0 (0%)
Sexo

F 4 (80%)

M 1 (20%)
Peso (kg) 5.1(8.3)
Evolucdo

Alta 4 (80%)

Obito 1 (20%)
Idade gestacional (semanas) 31.5(3.1)
Parto

Cesarea 0 (0%)

Normal 4 (100%)
Cirurgia 30 dias antes 1(20%)
Cateter umbilical 3 (60%)
Nutricdao Parenteral 2 (40%)
Ventilagdo Mecanica 4 (80%)
Intubagao 3 (60%)

In /N (%); Median (25%-75%); Mean (SD)

Tabela 11. Motivo de internacdo dos pacientes com fungemia internados em 02 unidades
hospitalares localizadas em Manaus — AM, entre os meses de julho e novembro de 2021.

. . Fungemia
Diagnéstico clinico sim, n = 51
Sepse 5 (100%)
Prematuridade 4 (80%)
Pneumonia 2 (40%)
Hipotermia 1(20%)
Sifilis congénita 1 (20%)
Microcefalia 1(20%)
Ictericia 1(20%)
Cardiopatia congénita 1 (20%)
Hidrotdérax 1(20%)

In/N (%)
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Para o tratamento inicial destes pacientes, em 40% dos casos, 0S

antibiéticos de maior escolha foram: Vancomicina, Tazocin e Gentamicina, visto

que, no decorrer da internacédo, dois ou mais medicamentos foram utilizados

(Tabela 9).

Tabela 12. Uso de antibiéticos em pacientes com fungemia em 02 unidades hospitalares
localizadas em Manaus — AM, entre os meses de julho e novembro de 2021

. Fungemia
Antibioticos Sim, n = 51
Vancomicina 2 (40%)
Ciprofloxacino 1(20%)
Tazocin 2 (40%)
Ampicilina 1(20%)
Gentamicina 2 (40%)
Amicacina 1(20%)
Penicilina cristalizada 1(20%)

In/N (%)

6.4 ISOLADOS DE HEMOCULTURAS E CAVIDADE ORAL DOS
PACIENTES COM FUNGEMIA, TRATAMENTO, PACIENTES CONTROLES

Acerca dos cuidados direcionados a fungemia, a tabela 10, demonstra um

panorama que envolve as unidades hospitalares, pacientes e suas respectivas

faixas etarias, espécies isoladas de hemoculturas, antifingicos selecionados

para tratamento e sua duracao, bem como o desfecho.

Tabela 13. Pacientes internados em UTIN e UTI-ped com fungemia entre os meses de julho e
novembro de 2021 de 02 unidades hospitalares localizadas em Manaus-AM, suas respectivas
faixas etarias, espécies isoladas de hemoculturas, antifingicos de escolha, duracdo do

tratamento e desfecho

Unidade Paciente Fase Espécie Antiflingico Duragdo do Desfecho
tratamento
A 01 Infantil C. tropicalis Micafungina 14 dias Alta
B 02 Neonato C. albicans Fluconazol 41 dias Alta
B 03 Neonato Cyberl/.ndrlera Anfotericina b 32 dias Alta
fabianii
B 04 Neonato C. albicans Anfotericina b 26 dias Obito
B 05 Neonato C. albicans Anfotericina b 22 dias Alta




70

Entre as unidades hospitalares envolvidas neste estudo, a unidade B
(maternidade publica) destacou-se por apresentar maior numero de episodios de
candidemia, equivalente a 80% (4/5), seguido da unidade A (hospital infantil
publico) com 20% (1/5). Tal afirmacao, justifica-se pelo elevado namero de
pacientes internados nesta maternidade, além de ser considerada referéncia na

assisténcia e cuidado a pacientes criticos neonatais no Amazonas.

Ao todo, 13 isolados de hemoculturas positivas foram fornecidas pelo
laboratério terceirizado, sendo distribuidas: paciente 01 (02 amostras), paciente
02 (05 amostras), paciente 03 (01 amostra), paciente 04 (03 amostras) e
paciente 05 (02 amostras). A espécie Candida albicans foi a mais prevalente em
(76,92%, 10/13) dos casos, além da Candida tropicalis (15,38%, 2/13) e
Cyberlindnera fabianii (7,7%,1/13), dado que, este ultimo microrganismo, foi
identificado por meio do sistema Vitek® (bioMérieux, Paris, Franca) como

Candida utilis.

No que tange a terapia antifingica, os tratamentos escolhidos foram:
Micafungina, Fluconazol e Anfotericina B nas apresentacdes desoxicolato e
lipossomal. Dentre estes medicamentos, a Anfotericina B foi o antifiingico usado
em 60% (3/5) dos casos que envolveram recém-nascidos prematuros e além
disso, o fluconazol foi utilizado como meio profilatico em 02 pacientes. Referente

a duracédo do tratamento a média foi de aproximadamente 27 dias.

Importante citar que cada unidade hospitalar apresentou condutas a
serem seguidas quanto ao tratamento, no que diz respeito a escolha dos

antifangicos, como demonstrado na Tabela 11:
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Tabela 11. Condutas quanto ao tratamento de fungemia de 04 unidades hospitalares estudadas
em Manaus — AM, entre os meses de julho e novembro de 2021

Unidade Procedimentos

Utilizam o fluconazol como meio profildtico, uma vez na semana.
E para tratamento a micafungina é o antifungico de escolha.

Em recém-nascidos abaixo de 01kg, é realizado o tratamento
profildtico com fluconazol. Quanto ao tratamento, pode durar

B , ~ . o
até 06 semanas ou quando houver a remoc¢ao dos dispositivos
(cateter, sonda, tubos, etc.)
Nao ha protocolo de tratamento para fungemia, ird depender da
C sensibilidade ao antifingico demonstrado no exame laboratorial.

Os antifungicos usados em ordem de escolha, preferencialmente,
sao: fluconazol, anfoterecina b e micafungina.

Utilizam antifungicos dependendo da sensibilidade demonstrada
D no exame laboratorial. Para profilaxia, o antifungico de escolha é
o Fluconazol e para tratamento opta-se pela Anfoterecina b.

Apos os diagnosticos de candidemia, foi proposta uma segunda coleta na
cavidade oral desses pacientes, como também, uma coleta em 02 pacientes
controles (sem a instalagdo da fungemia) a fim de verificar se houve uma
mudanc¢a na micobiota oral a partir da infeccdo invasiva. Para escolha dos
controles, a data de admissédo na UTI e fatores de risco foram similares aos

casos.

A paciente 01 foi excecdo quanto ao procedimento metodolégico desta
pesquisa. Neste caso, houve primeiro a aquisicdo da amostra de hemocultura
positiva para C. tropicalis e, no dia seguinte foi realizada a primeira coleta na
cavidade oral, desta forma, ndo houve coleta em pacientes controles.
Posteriormente, a paciente retornou a UTI, e em seguida a equipe meédica
solicitou uma segunda coleta na cavidade oral, devido a urocultura ser positiva
para o género Candida, e identificou-se colonizacéo por C. tropicalis. O uso de
sonda vesical foi cancelado, pois houve desconfianca por parte dos médicos de
ser a fonte de infecgéo. Por fim, realizou-se 15 dias de fluconazol.

Na primeira coleta, ndo foram isoladas leveduras em boca nos pacientes
02 e 03, todavia, apos a candidemia, o paciente 03 apresentou em regido oral a

mesma espécie fungica isolada do sangue e o paciente 02 continuou sem
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crescimento microbiano. Os pacientes 04 e 05 apresentaram colonizagéo prévia
na regido oral e depois a infec¢ao fungica na corrente sanguinea, conforme a
Tabela 12.

Tabela 12. Isolados da cavidade oral e corrente sanguinea dos pacientes casos e controles (sem

fungemia) internados em UTIN e UTI-ped de 02 unidades hospitalares localizadas em Manaus —
AM, entre os meses de julho e novembro de 2021

Pacientes 12 coleta Fungemia 22 coleta Controle 01 Controle 02
01 - C. tropicalis C. tropicalis - -
Sem _ Sem Sem Clarispora
02 crescimento C. albicans crescimento  crescimento lusitaniae
03 S?m ¢y ber//.n d/jl.era Cyber//.n d/jl.era C. albicans C. albicans
crescimento fabianii fabianii
04 C. albicans C. albicans C. albicans Sfam ng
crescimento crescimento
05 C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans sem

crescimento

Acerca dos 08 pacientes controles, ndo houve colonizacdo microbiana em
50% (4/8) dos participantes, uma vez que C. albicans foi isolada em 37,5% (3/8),
seguida de Clarispora lusitaniae (Candida lusitaniae, CBS: 5901) com 12,5%
(1/8). A idade gestacional média desses neonatos foi de 33 semanas (pré-termo
moderado) e além disso, a prematuridade e sepse precoce foram motivos de

internagd0 comuns aos casos e controles.

6.5 UNIDADES HOSPITALARES: CRESCIMENTO MICROBIANO EM
CAVIDADE ORAL DE PACIENTES INTERNADOS EM UTI E FUNGEMIA

A tabela 13 demonstra um panorama sobre as coletas realizadas na
cavidade oral e seus respectivos achados, além de relacionar os pacientes

diagnosticados com fungemia.

Acerca do hospital infantil A, observou-se o maior percentual de
colonizagéo fungica em cavidade oral, sendo a segunda unidade com os maiores

casos de fungemia. Sobre a maternidade publica B, identificou-se uma menor
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colonizagao por fungos em boca, em comparagéo as demais unidades, todavia,
apresentou o maior numero de hemoculturas positivas para o género Candida.
Vale ressaltar que o hospital B atende pacientes de pematuridade extrema e com

tempo de internagao maior.

O hospital infantil C foi a unidade com menor crescimento microbiano e a
segunda unidade com maior coloniza¢éo fangica, porém nao houve casos de
fungemia. E quanto a maternidade/hospital infantil D, todos os pacientes
coletados, em regido orofaringea, apresentaram colonizagdo por algum
microrganismo, sendo dois isolados fungicos e sem casos de fungemia no

periodo estudado.

Tabela 13. Unidades hospitalares e crescimento microbiano em cavidade oral de
pacientes internados em UTIN e UTI-ped de 04 unidades hospitalares localizadas
em Manaus — AM, entre 0os meses de julho e novembro de 2021

Pacientes positivos Pacientes

Total de ara ositivos para Pacientes
Unidades pacientes . P . P P com
testados microrganismos na fungos na fungemia
cavidade oral cavidade oral
A 17 14 (82,3%) 10 (58,8%) 1(5,8%)
B 56 43 (76,7%) 15 (26,78%) 4 (7,1%)
C 18 13 (72,2%) 6 (46,1%) 0 (0%)
D 5 5 (100%) 2 (40%) 0 (0%)
Total 96 75 33 5

In/N (%)

Identificou-se colonizagdo substancial nos participantes internados nas
unidades D e A. Estes pacientes eram criangas mais velhas (01 a 12 anos),
possivelmente apresentavam condi¢cdes pré-existentes em boca, associados aos
quadros clinicos de infeccdo respiratoria e neuropatia crénica, em sua maioria,

o que dificultava o manuseio da escovacao e de substancias quimicas. Ademais,
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houve relatos da CCIH do hospital infantil A sobre a necessidade da inser¢éo do
profissional da area odontoldgica para dar suporte aos cuidados e no tratamento
em ambiente intensivo, enquanto na unidade D ndo houve dialogo aprofundado

a respeito da temética.

A higienizac&o preconizada pela maternidade publica B, era por meio de
gaze estéril umedecida com agua destilada nas regides de mucosas orais dos
recém-nascidos a termo e pré-termo, conforme ja descrito na tabela 6. A partir
dos dados acima, conclui-se que este procedimento mecanico é eficiente para
diminuir a carga fungica e desse modo, inviabilizar infec¢des fungicas como a

candidiase oral.

Interessante citar também que a unidade C com presenca do cirurgido-
dentista apresentou o menor percentual de crescimento microbiano. Este
profissional proporcionava educacdo permanente as equipes de enfermagem
sobre higienizacdo bucal, o que possibilitava técnicas seguras e manejo
adequado dos pacientes, bem como, realizava avaliacdo clinica para averiguar

doencas dentais e periodontais.

Embora sejam realizados procedimentos diarios de higienizacdo e
profilaxia na cavidade oral destes pacientes, observou-se um numero
significativo de colonizacdo microbiana. Tal fato, pode ser justificado devido as
condicdes clinicas destas criangas que necessitam de dispositivos hospitalares
(tubos endotraqueais, sondas) cuja utiliza¢cdo minimiza a producdo de secrecéo
salivar, que possui a¢ao antimicrobiana, o qual favorece o acumulo de bactérias
e fungos em mucosa. Além disso, a prolongada terapia antibiotica, o0 ambiente
hospitalar, e a imunossupressdo também sdo fatores que auxiliam na

colonizagao constante.

6.6 TECNICA MLST: GENOTIPOS DAS ESPECIES DE CANDIDA
ISOLADAS DA CAVIDADE ORAL E CORRENTE SANGUINEA DE
PACIENTES COM CANDIDEMIA

Neste trabalho, os gendtipos de C. albicans e C. tropicalis foram

identificados pela técnica molecular MLST. Estas leveduras foram isoladas de
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hemoculturas e da cavidade oral de pacientes com candidemia e além disso,
verificou-se também os DSTs de C. albicans encontrados na regido bucal dos

pacientes controles (sem fungemia).

Para a espécie C. albicans foram analisados 14 isolados provenientes
dos pacientes com fungemia, bem como, 03 isolados dos pacientes controles.
Em relacdo a espécie C. tropicalis, foram estudados 04 isolados de um unico
paciente. Quanto a realizacdo do MLST, foi realizada a eletroforese em gel, cujas
bandas apresentaram altura entre de 500 pb a 900 pb (Figuras 8 e 9),

700pb
500pb

Figura 7. . Gel de agarose de um isolado de C. albicans
amplificado para os sete genes estudados pela técnica MLST
provenientes de um paciente internado em UTIN e UTI-ped de
uma unidade hospitalar localizada em Manaus — AM, nos
meses de julho e novembro de 2021. Marcador Ladder (M);
gene AAT1a (A); gene MPIb (B); gene AAC1 (C); gene ADP1
(D); gene SYAL (E); gene VPS13 (F) e gene ZWF1b (G)
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Figura 8. Gel de agarose de um isolado de C. topicalis
amplificado para os seis genes estudados pela técnica MLST
provenientes de um paciente internado em UTIN e UTI-ped
de uma unidade hospitalar localizada em Manaus — AM, nos
meses de julho e novembro de 2021. Marcador Ladder (M);
gene SAPT4 (A); gene XYR1 (B); gene SAPT2 (C); gene
ZWFla (D); gene ICL1 (E) e gene MDRL1 (F).

Apos as reacdes de PCR, observou-se que os genes ICL1 e SAPT2 de C.
tropicalis apresentaram bandas inespecificas, visto que a temperatura de
anelamento usada foi de 52° graus. Logo, foram realizados testes com outras
temperaturas e constatou-se que a temperatura de 56° graus foi adequada para
amplificagéo.

E para obtencdo das sequéncias, utilizou-se o programa Sequencher
5.4.6, com objetivo de analisar os cromatogramas e principalmente, os pontos
de heterozigose (dois picos sobrepostos e geralmente do mesmo tamanho de
bases) os quais diferenciam os genaétipos entre si. E o programa MEGA 11 para

realizar o alinhamento, conforme a sequéncia referéncia.

Como citado anteriormente, sdo necessarios 07 “housekeeping genes”
para genotipagem de C. albicans. Dessa forma, foram encontrados 20 alelos
diferentes, cuja variacéo deu-se entre 04 a 05 alelos. Os genes VPS13 e ZWF1b
apresentaram a maior variacdo genética com 5 alelos distintos, enquanto os
genes AATla, AACla, ADP1, MPIb, SYA1l expuseram somente 04 alelos.
Acerca dos alelos mais encontrados para cada gene, observou-se: AAT1a (alelo
2), AACL1 (alelo 3), ADP1 (alelo 5), MPIb (alelo 9), SYAl(alelo 2), VPS13 (alelo
6) e ZWF1b (alelo 5), conforme a tabela 13.
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Tabela 14. Genes sequenciados, alelos encontrados, alelo mais comum, quantidade de alelos
diferentes e os respectivos tamanhos e amplicons dos isolados de C. albicans proveniente de
pacientes internados em UTIN com diagnéstico de fungemia, entre julho e novembro de 2021.

Alelo mais Variacdo dos Fragme.ntos Tamanho do
Gene Alelo sequenciados .
comum alelos amplicon (pb)
(pb)
AAT1la 2,13, 25,58 2 4 373 478
AAC1 3,7,10, 27 3 4 407 519
ADP1 5,6, 15,99 5 4 443 537
MPIb 3,4,6,9 9 4 375 486
SYA1l 2,6,56,93 2 4 391 543
VPS13  6,27,32,56,72 6 5 403 741
ZWF1b  4,5,12,15,37 5 5 491 702

A partir disso, as combinacdes desses alelos representaram 5 DSTs
diferentes, dado que, 04 ja foram relatados e 01 configura provavelmente como
novo gendtipo. O DST mais frequente foi o 435, sendo identificado em 10
isolados (8 hemoculturas e 2 isolados da cavidade oral) de 02 pacientes com a
infeccdo fangica invasiva. A respeito dos pacientes controles, as espécies

coletadas da cavidade oral apresentaram genatipos diferentes.

Concernente a espécie C. tropicalis, 06 “housekeeping genes” sao
indispensaveis para identificacdo do gendtipo. Nestes isolados identificou-se
somente 01 alelo para cada gene, logo, ndo houve variagdo genética (Tabela
14). Os alelos encontrados para os respectivos genes, foram: ICL1 (alelo 1),
MDR1 (alelo 7), SAPT 2 (alelo 3), SAPT 4 (alelo 17), XRY1 (alelo 57) e ZWF1a
(alelo 13). Diante do perfil alélico, encontrou-se o gendtipo 147 para 04 amostras
(02 hemoculturas e 02 isolados da cavidade oral) de 01 paciente com diagndstico

de fungemia.
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Tabela 15. Genes sequenciados, alelos encontrados, alelo mais comum, quantidade de alelos
diferentes e tamanho dos amplicons dos isolados de C. tropicalis proveniente de um paciente
internado em UTI-ped com diagndstico de fungemia, em agosto de 2021

Alelo mais Variacdodos Tamanho do

Gene Alelo .
comum alelos amplicon (pb)

ICL1 1 1 1 447
MDR1 7 7 1 425
SAPT2 3 3 1 525
SAPT4 17 17 1 390

XYR1 57 57 1 370
ZWF1la 13 13 1 520

Diante disso, os genétipos de C. albicans isolados em corrente sanguinea
foram o DST435 e um “novo DST” e em cavidade oral: DST435, “novo DST”,
DST591, DST2907, DST90. Para C. tropicalis em ambos os sitios se identificou
o DST147.

6.7 TECNICA MLST: POSSIVEL RELACAO ENTRE GENOTIPOS DAS
ESPECIES C. ALBICANS E C. TROPICALIS DA CAVIDADE ORAL E
CORRENTE SANGUINEA

Com o intuito de verificar se espécies de Candida encontradas na
cavidade oral poderiam estar relacionadas ao acometimento de fungemia em
pacientes infantis, o estudo correlacionou 0s genoétipos e realizou uma
comparacao entre a colonizagdo prévia em boca e posterior diagnostico de

fungemia.

Relacionado ao paciente 01, houve isolados de C. tropicalis em duas
hemoculturas, visto que a 1° coleta na cavidade oral ocorreu apés o diagnéstico
de candidemia e a 2° coleta foi realizado depois do exame de urocultura ser
positiva para esta espécie. ldentificou-se a cepa DST147 em todas as amostras.



79

Tabela 16. Paciente 01, infantil, internada em UTI-ped no hospital infantil localizado em Manaus-
AM no ano de 2021, suas respectivas coletas em cavidade oral e sangue, espécies isoladas,
alelos correspondentes a cada gene e genotipos de C. tropicalis

Fonte Espécie ICL MDR1 SAPT2 SAPT4 XYR1 ZWFla DST

12 hemocultura C. tropicalis 1 7 3 17 57 13 147
o —

12 coleta C. tropicalis 1 7 3 17 57 13 147

cavidade oral

22 hemocultura C. tropicalis 1 7 3 17 57 13 147

29 coleta -

cavidade oral C. tropicalis 1 7 3 17 57 13 147

O paciente 02 apresentou cinco hemoculturas positivas para espécie C.
albicans e verificou-se 0 DST435 em todo os isolados, e pertinente a cavidade

oral ndo houve crescimento microbiano (Tabela 16).

Tabela 17. Paciente 02, neonato, internado em UTIN no hospital infantil localizado em Manaus-
AM no ano de 2021, faixa etaria, respectivas coletas em cavidade oral e sangue, espécies

isoladas, alelos correspondentes a cada gene e genétipos de C. albicans

Fonte Espécie AATla AACla ADP1 MPIb SYA1l VPS13 ZWF1b DST
12 coleta — .
. Sem crescimento
cavidade oral

12 hemocultura C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435
22 hemocultura C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435
32 hemocultura C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435
42 hemocultura C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435
52 hemocultura C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435

29 coleta —
cavidade oral

Sem crescimento




80

A respeito do paciente 04, constatou-se colonizacao na cavidade oral por
C. albicans na 1° coleta, e posteriormente a instalacdo do quadro de infeccao
fingica invasiva pela mesma espécie. ApOs analise por meio do MLST,
identificou-se que ambos os isolados pertenciam a mesma cepa, o DST435. Este

recém-nascido foi a 6bito (Tabela 17).

Tabela 18. Paciente 04, neonato, internado em UTIN no hospital infantil localizado em Manaus-
AM no ano de 2021respectivas coletas em cavidade oral e sangue, espécies isoladas, alelos
correspondentes a cada gene e gendtipos de C. albicans

Fonte Espécie AAT1la AACla ADP1 MPIb SYA1l VPS13 ZWF1lb DST

12 coleta —

. C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435
cavidade oral

12 hemocultura C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435
22 hemocultura C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435
32 hemocultura C. albicans 2 5 5 3 9 2 6 435

2¢ coleta - C.albicans 2 5 5 3 9 2 6 435

cavidade oral

Similar ao caso anterior, 0 paciente 5 apresentou colonizagédo em boca e,
por conseguinte, a fungemia. Ao realizar o sequenciamento para C. albicans e
inserir o perfil alélico no banco de dados do MLST, esta combinacao resultou em
DST inexistente. Possivelmente, estes alelos podem originar um novo genétipo
nao relatado (Tabela 18). Mas, tanto os isolados da cavidade oral quanto os da

hemocultura apresentaram o mesmo perfil, sendo portanto, o mesmo DST novo.
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Tabela 19. Paciente 05, internado em UTIN no hospital infantil localizado em Manaus- AM no
ano de 2021, respectivas coletas em cavidade oral e sangue, espécies isoladas, alelos
correspondentes a cada gene e gendtipos de C. albicans

Fonte Espécie AATla AACla ADP1 MPIb SYA1l VPS13 ZWF1lb DST
Calji;g:je;:al C.albicans 58 27 99 4 2 76 4 -
12 hemocultura C. albicans 58 27 99 4 2 76 4 -
22 hemocultura C. albicans 58 27 99 4 2 76 4 -
22 coleta - C.albicans 58 27 99 4 2 76 4 -

cavidade oral

Por fim, os gendtipos de C. albicans isolados em boca dos pacientes
controles (Tabela 19). Salienta-se que estes pacientes foram selecionados por
ndo apresentarem a infecc¢ao fungica invasiva, visto que em 37,5% (3/8) houve
isolamento de C. albicans e em 50% n&o houve crescimento de leveduras.

Tabela 20. Pacientes controles, neonatos, sem quadro de infec¢éo fungica invasiva em UTI
neonatal localizado em Manaus — AM no ano de 2021, coletas em cavidade oral, espécies
isoladas, alelos correspondentes a cada gene e gendtipos de C. albicans

. , . AAT AAC ADP MPI VPS1 ZWF

Paciente Fase Fonte Espécie 1a  1a 1 p SYAL g b PST

Controle o onato C.oleta R C. albicans 13 3 5 9 93 57 13 2907
01 cavidade oral

Controle o onato Coleta~ ¢ itbicans 25 7 6 3 6 27 37 90
02 cavidade oral

Controle  \eonato Coleta= - bicans 13 10 15 6 53 32 15 591

03 cavidade oral
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7 DISCUSSAO

7.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO E CLINICO DE UTIS NEONATAIS E
PEDIATRICAS

As unidades de terapia intensiva neonatal e pediatrica apresentam
pacientes que demandam cuidados especificos, além de ser um desafio aos
profissionais de saude. Diante desta afirmativa, € oportuno a realizacdo de
levantamentos no estado do Amazonas, a fim de conhecer a situacao atual desta
populacdo, compreender as necessidades de tratamento, bem como, subsidiar
planejamento em saude e deste modo, auxiliar gestores em seus processos

decisorios.

Os pacientes internados em UTIN foram, principalmente, neonatos
prematuros (70%), baixo peso, sexo masculino, com idade gestacional média de
33,9 semanas, nascidos de parto cesariana e um percentual de Obitos de 12%.
Estes dados estdo em concordancia com estudos nacionais de Granzotto et al.
(2012) e Said (2015).

Em vista disso, a prematuridade (<IG:37 semanas) e 0 baixo peso
(<2.500 g) séo causas frequentes de internacdo e estdo associados ao maior
risco de Obitos e ao agravamento dos casos. Observou-se também um
consideravel nUmero de partos cesareos, pois, em hipotese, entendeu-se que a
via vaginal oferecia um maior risco ao feto. Ademais, estudos afirmam que a
cesarea diminui a incidéncia de hemorragia intracraniana em recém-nascidos
prematuros (BITTAR e ZUGAIB, 2010; ALBUQUERQUE et al.,2021).

Além disto, verificou-se que os principais motivos de internacdo, exceto a
prematuridade, foram: sepse, pneumonia e malformacao congénita. A literatura
afirma que sepse (precoce ou tardia) € uma das principais causas de
morbimortalidade em UTIN e envolve principalmente RN de baixo peso,
submetidos a procedimentos invasivos (em consonancia com os achados desta
pesquisa). A infec¢do pode originar-se durante o periodo periparto (proveniente
do trato génito-urinario materno) ou em decorréncia de interna¢des por longos
periodos (PROCIANOQY:; SILVEIRA, 2020).
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Dentro os motivos de internagdo, a pneumonia (processo inflamatorio que
acomete os pulmdes, resultante de infeccéo bacteriana, fungica ou viral) € uma
doenca recorrente em pacientes infantis hospitalizados e apresenta uma taxa de
mortalidade elevada. Sua procedéncia pode ser congénita, adquirida em
ambiente nosocomial ou pelo uso de dispositivos, uma vez que, as defesas
pulmonares do paciente estdo comprometidas. Quanto a gravidade, dependera
do quadro clinico e da populacdo da qual o neonato pertence (NISSEN, 2007).
Em relacdo a malformacgdo congénita, sabe-se que é uma das causas comuns
em O6bitos neonatais e tais casos estdo em crescimento no Brasil, dado que
Chuma et al. (2012) constatou um percentual de 30% desta condicado clinica em
uma unidade de terapia intensiva neonatal, localizada em Joinville - Santa

Catarina.

As principais causas de internacfes de pacientes lactentes em UTIs
pediatricas foram as doencas do aparelho respiratdrio, tais como pneumonia e
insuficiéncia respiratoria. Estes apresentaram, em sua maioria, as seguintes
caracteristicas: predominancia do género masculino, idade média de 02 meses
e utilizacdo predominante de ventilacdo mecanica. Este perfil assemelha-se aos

encontrados nos trabalhos de Dissessa et al. (2021) e Moreira et al. (2022).

De um modo geral, a ventilagdo mecanica, foi o dispositivo mais utilizado
nas UTIs neonatais e pediatricas, pois as doencas de base mais prevalentes em
neonatos e lactentes foram as infeccdes respiratorias. Entende-se que quanto
maior a prematuridade mais chances de complicacbes respiratérias destes
pacientes pois ndo possuem estrutura e funcdo pulmonar adequada. Mediante
este fato, recomenda-se o uso da ventilagdo mecénica a fim de proporcionar uma
melhor oxigenagao e, por conseguinte, aumento de sobrevida (SARETTO et
al.,2019; SOUZA et al., 2021).

Na UTI pediéatrica, predominaram internagfes de pacientes do sexo
masculino, com faixa etaria entre 01 a 05 anos, da raga parda. O principal motivo
de internacdo, a pneumonia, foi similar aos lactentes, todavia, a leucemia
(neoplasia) e neuropatia foram identificados como motivos de internagéo

significantes para criancas acima de 01 ano.



84

E quanto as comorbidades, a doenca neurolégica (sindromes e crise
convulsiva) foi o principal achado em criancas nesta pesquisa. Estes pacientes
estdo frequentemente sendo admitidos na UTI-ped devido suas condi¢des
clinicas, o que explica tal fato. Segundo o trabalho de Vilela et al. (2019)
verificou-se que a principal causa de internagdo em UTI ped no hospital infantil

em Brasilia, foi a crise epilética, cuja idade variou entre 01 e 05 anos.

7.2 CARACTERIZACAO DA MICOBIOTA ORAL DE PACIENTES
INTERNADOS EM UTIN E UTI-PED

Pacientes hospitalizados em ambientes criticos, sdo individuos com
elevada suscetibilidade para colonizac¢do e infeccdo por leveduras do género
Candida, devido aos inumeros fatores enddgenos e exdgenos que envolvem o
hospedeiro e o microrganismo. Este estudo realizou coleta por meio de swab na
cavidade oral de pacientes infantis internados em UTlIs, antes dos procedimentos
de profilaxia oral e identificou-se colonizacdo em 44,66% dos participantes desta

pesquisa.

Desse modo, a espécie C. albicans foi a levedura mais isolada em boca
nas unidades intensivas neonatais e pediatricas. Ali et al. (2011) também
constataram C. albicans como o fungo mais comum detectado na cavidade oral,
em 77,7% das criancas hospitalizadas na Arabia Saudita. Além disso, Tinoco-
Araujo (2013) em seus resultados, verificou que C. albicans esta presente em
75% dos casos de infeccdo em UTls infantis no Rio Grande do Norte. No entanto,
Borges et al. (2009) constatou que metade dos pacientes em UTIN estavam

colonizados por espécies Candida néo-albicans.

Apoés a levedura C. albicans, isolou-se também, em ordem decrescente,
C. tropicalis, C. parapsilosis, Cybelindnera fabianii (Candida fabianni) e C.
haemulonis. Tais achados, estdo de acordo com pesquisas que afirmam o
crescimento notavel destas espécies Candida ndo-albicans, cuja preocupacao
se d& pela resisténcia aos antifungicos tradicionais e pela viruléncia (LIMA et al.,
2018)
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Na UTI neonatal observou-se o predominio de C. albicans, C. parapsilosis
e C. haemulonis. A espécie C. parapsilosis € um patdgeno neonatal significativo,
associado a 10% de mortalidade (PAMMI et al., 2013). Sabe-se que a
prematuridade e uso de dispositivos sao fatores de risco importantes para o
estabelecimento desta levedura e conforme o perfil de neonatos encontrados
neste estudo, foi possivel observar estas associacfes. Segundo o trabalho de
Godim et al. (2009) no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia, houve colonizagdo em mucosa oral por C. parapsilosis em 26,7%

dos neonatos internados.

C. haemulonis (MEYER E YARROW, 1984) é uma levedura recorrente em
isolados de hemoculturas e foi encontrada, também, em Ulceras nos dedos de
pacientes com diabetes, segundo estudo de Khan et al. (2007). Em relacédo a
cavidade oral, este microrganismo € incomum, no entanto, pacientes
hospitalizados apresentam fatores que estdo associados ao aparecimento deste
microrganismo, como CVC, ventilagdo mecéanica e uso prolongado de
antimicrobianos (MURO et al. 2012).

Observou-se também a presenca de C. thasaenensis na cavidade oral de
um recém-nascido. Este microrganismo foi relatado pela primeira vez no estudo
de Poomtien et al. (2012) que identificaram esta cepa em residuos industriais da
Tailandia, sendo considerada uma nova espécie de levedura ascomiceto,
produtora de biossurfactante. Este achado demonstra que tal levedura pode

integrar a micobiota oral.

Referente a UTI pediatrica, C. albicans e C. tropicalis foram as espécies
mais isoladas, bem como, leveduras menos frequentes: C. duobushaemulonii e
Pichia kudriavzevii (C. krusei). A colonizacdo por C. tropicalis também foi
constatada pelo estudo de Lima (2020) em pacientes com idade de 01 a 13 anos
em UTI-ped, por meio de esfregacos de mucosa. Magnan (2018) realizou um
trabalho similar em criancas de 01 a 12 anos e verificou a levedura C.
guilliermondii (61,5% em swab) como o principal isolado, o que n&o foi observado

neste estudo.

C. duobushaemulonii € uma espécie que compde o complexo Candida

haemulonii, intimamente relacionada com Candida auris (CENDEJAS-BUENO
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et al., 2012). Este microrganismo de acordo com Jurado-Martin et al. (2020) era
identificado erroneamente como C. haemulonii, entretanto, apdés avancos de
métodos moleculares, percebeu-se esta nova cepa. C. duobushaemulonii
participa de infec¢bes superficiais e ha relatos recentes de isolados em

hemoculturas.

A levedura Pichia kudriavzevii telemorfo de C. krusei, estd envolvida
principalmente em fermentagcbes de bebidas e alimentos, no entanto, é
considerado um patdégeno raro de importancia clinica (BOIDIN, PIGNAL e
BESSON, 1965). Nagarathnamma et al. (2017) relataram o primeiro surto de
Pichia kudriavzevii como causador de sepse fungica no hospital infantil em
Bangalore - india, porém uma das limitagdes do estudo foi identificar a fonte e o
modo de transmissao, além disso, esta ligada a diarreia infantil (Bshabshe et al.,
2019)

As condic¢@es clinicas orais e substancias usadas para higienizacédo estdo
em concordancia com trabalhos de Blum et al., (2018) e Barbosa et al. (2020). A
respeito da odontologia hospitalar, observou-se somente 01 cirurgido-dentista
compondo a equipe multiprofissional do hospital C, visto que as demais unidades
atribuiam os cuidados orais aos enfermeiros, fisioterapeutas ou fonoaudiologos.
Esta auséncia de profissionais capacitados para diagnéstico, tratamento e
profilaxia bucal é realidade de uma parcela significativa dos grandes centros
hospitalares. Embora, exista a mobilizacdo pelo projeto de Lei 883/19 que
regulamenta a obrigatoriedade de profissionais da area odontolégica nas
unidades de terapia intensiva.

7.3 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE PACIENTES COM FUNGEMIA EM
UTI NEONATAL E UTI PEDIATRICA.

Durante a realizacao desta pesquisa, constatou-se um percentual de 4,6%
(5/107) de pacientes infantis com diagndstico de infec¢do fungica invasiva por
Candida spp. Além disso, das quatro unidades hospitalares localizadas em
Manaus - AM, somente uma maternidade publica e um hospital infantil publico

apresentaram casos de candidemia.
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Diante disto, estudos indicam um possivel declinio acerca da sepse
fungica, devido ao entendimento da sua epidemiologia, assim como,
implementacdo de estratégias preventivas e direcionadas (atuacdo das
Comissdes de Infec¢do Hospitalar), posto que a mortalidade ainda € acentuada
(Arsenault & Bliss, 2015, Walsh et al. 2019).

Evidenciou-se que 80% dos casos diagnosticados eram advindos de
recém-nascidos com prematuridade precoce, baixo peso (1339 g), sexo feminino
e idade gestacional de 31,5 semanas, na qual 100% destes neonatos nasceram
de parto vaginal (p-valor<0,05). Lausch et al. (2019) realizaram o primeiro estudo
epidemioldgico nacional de candidemia pediatrica entre os anos de 2004 a 2014,
na Dinamarca, e identificaram a maior incidéncia (103,8/100.000 nascidos vivos)
em neonatos com baixo peso ao nascer e idade gestacional de 32 semanas. E
Chermont et al. (2015) verificaram em um estudo retrospectivo, no Para — Brasil,
o perfil de recém-nascidos prematuros com fungemia e identificaram pacientes

com idade gestacional de 30,42 semanas e peso a nascer de 1217 g.

Esta associacao entre parto vaginal e fungemia, configura como um fator
de risco materno (infec¢cdes nas primeiras semanas de vida que resultam da
exposicao de leveduras na fase intrauterina). A transmissao para o feto pode
acontecer a partir da vagina colonizada, na qual ocorre aspiracao fetal do fluido
amniético, e consequentemente um quadro de pneumonia ou sepse. A sepse
precoce, pode advir de colonizacdo materna no momento do parto, ruptura
amnidtica (inicio do trabalho de parto ou > 18 horas antes do parto) (PINHEIRO
et al., 2007; LUZ et al., 2021)

No nosso estudo os motivos de internagdo mais comuns foram sepse,
prematuridade e pneumonia, além de doencas cardiacas e pulmonares serem
as comorbidades mais identificadas. Os principais fatores de risco foram
ventilagdo mecanica, intubacédo, nutricdo parenteral. Ademais, o quadro clinico
da paciente pediatrica também envolvia neuropatia e uso prolongado de sonda
vesical (possivel fonte de colonizagédo). As espécies mais predominantes foram
C. albicans (75%), C. tropicalis (17%) e Cyberlindnera fabianni (8%).

Conforme pesquisa desenvolvida por Pereira (2015) em 11 hospitais de

Manaus, onde 86,4% (70/81) corresponderam a pacientes infantis, identificou-se
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o predominio de doengas pulmonares e gastrointestinais como comorbidades,
além disto, as condi¢des de risco prevalentes para fungemia, foram: uso prévio
de antibidticos (98,6%), presenca de cateter venoso central (95,9%) e internacao
em UTI/CTI (84,9%). Similarmente, as espécies C. albicans (34,57%), C.
tropicalis (32,1%) e C. parapsilosis (17,29%) foram as mais isoladas. A média de
mortalidade para neonatos foi (42,1%, 8/19), enquanto nesta pesquisa foi de
20% (1/5).

Um trabalho de revisao realizado nos anos de 2010 a 2020, na Colémbia,
verificou que a taxa de mortalidade em recém-nascidos com diagnostico de
candidemia variou de 36% a 78%, cuja incidéncia € elevada em unidades de
terapia intensiva (CORTES et al., 2020).

Santaloya et al. (2014) executaram um estudo multicéntrico, de vigilancia
de candidemia em pacientes pediatricos de 23 hospitais em 08 paises da
Ameérica latina, incluindo o Brasil, e obtiveram resultados semelhantes a este
trabalho. Dos participantes, 29% eram neonatos e verificaram que 0s principais
fatores de risco para os recém-nascidos foram: prematuridade, internacdo em
unidade de terapia intensiva (UTI), nutricdo parenteral, doenca respiratoria e
ventilacdo mecanica, e para criangas: neoplasias, neutropenia e doenca
neurologica. Além disso, o antibidtico Vancomicina também foi relatado no
tratamento destes pacientes. As principais espécies isoladas em neonatos e
criancas foram Candida albicans (43,8% e 35,7%), Candida parapsilosis (27,0%
e 26,3%) e Candida tropicalis (14,6% e 14,6%), respectivamente.

Em consonancia as espécies isoladas de hemoculturas, o trabalho de
Sutcu et. al (2016) verificaram que de 134 pacientes infantis internados em
Istambul, C. albicans foi a levedura mais prevalente (47%), seguida de C.

parapsilosis (13,4%) e C. tropicalis (8,2%).

No entanto, € descrito que a espécie C. parapsilosis € a levedura
predominante em isolados de hemocultura originados de recém-nascidos
(CHAN, et al., 2010; HARRINGTON et al., 2017)

A espécie Cyberlindnera fabianni (WICKERHAM e MINTER, 2009),
estagio teleomorfico de Candida fabianni, foi isolada da cavidade oral e

hemocultura de um recém-nascido prematuro (IG: 35 semanas), peso de 1504



89

g, com doenca cardiaca. Arastehfar et al. (2019) afirma que esta levedura
ascomiceto € oportunista e incomum, porém, esta atrelada a producdo de
biofilme, resisténcia ao fluconazol, bem como, na instalacdo de sepse fungica.
Al-Sweih et al. (2018) descreveram um surto de candidemia pelo fungo
Cyberlindnera fabianni em 10 neonatos prematuros e apresentaram como
fatores de risco em comum: uso de antibioticos prévios e insercdo de cateter

intravascular, tal microrganismo ja foi coletado em swab’s vaginais.

Referente ao tratamento, Anfotericina B foi o antifingico mais escolhido,
além do fluconazol e micafungina. Pesquisas de Blytch et al. (2009)
demonstraram que recém-nascidos receberam mais Anfotericina B do que
adultos com fungemia. Silva et al. (2021) verificaram um percentual de 79%
(30/38) de neonatos hospitalizados que realizaram terapia antifGngica com este

medicamento.

Realizou-se uma segunda coleta em boca de pacientes com fungemia a
fim de verificar mudancas a partir da infec¢éo invasiva. Constatou-se que houve
alteracdo na micobiota oral de 01 paciente ap6s diagnéstico de candidemia

(auséncia de crescimento na primeira coleta).

Concernente aos pacientes controles, 50% apresentaram colonizacdo em
boca. A presenca destas leveduras gera um alerta para possiveis infeccdes
(STRAMANDINOLLI et al. 2009, BORGES et al., 2009; SIMOES et al., 2013).

7.4 TECNICA MLST — GENOTIPOS DE ISOLADOS DA CAVIDADE
ORAL E HEMOCULTURAS

No presente trabalho, foram analisados isolados de C. albicans e C.
tropicalis pela técnica de MLST provenientes de 04 pacientes, distribuidos em 1
maternidade publica e 1 hospital infantil publico (referente ao quinto paciente,
houve isolamento de Cyberlindnera fabianni, tal levedura ndo esta incluida na
genotipagem MLST). As amostras foram obtidas da cavidade oral e de
hemoculturas positivas para o género Candida.

A fim de determinar os genoétipos destas espécies, optou-se pela técnica

denominada Multilocus Sequence Typing. Este método de tipagem € altamente
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reprodutivel, confiavel, discriminatério e que possui um banco de dados global,
permitindo comparacfes entre isolados e o compartihamento de estudos
epidemioldgicos. MLST é baseado na analise de polimorfismos de nucleotideos

inseridos nos fragmentos de genes de manutencao (CANELA et al. 2021).

A analise é voltada para organismos haploides e diploides. Os gendétipos
diploides sé&o determinados como DST (Diploid Sequence Typing), dado que a
genotipagem € altamente eficaz para o género Candida, principalmente para
espécies analisadas neste estudo: C. albicans e C. tropicalis. Portanto, de acordo
com a metodologia proposta, a espécie Cyberlindnera fabianni (Candida

fabianni) isolada em hemocultura e cavidade oral ndo foi investigada.

Atualmente, o banco de dados para C. albicans contém 4.686 isolados,
dos quais 182 pertencem ao Brasil. Até marco de 2022 foram identificados no
banco de dados um quantitativo de 3.674 DSTs. A quantidade de alelos para
cada gene foi: AAT1a (184 alelos), ACC1 (120) alelos, ADP1 (174 alelos), MP1b
(178 alelos) SYA1 (243 alelos), VPS13 (313 alelos) e ZWF1b (298 alelos). Logo,
guando se compara estes dados com o0s obtidos nesta pesquisa, constata-se
gue os genes VPS13 e ZWF1b séo os genes do esquema de MLST com maior
variabilidade genética.

Em referéncia a C. tropicalis, o website informa que h& 1.351 isolados
depositados, sendo 46 amostras procedentes do Brasil, e também se verificou
1.284 DSTs. Além disso, o numero de alelos para cada gene foi: ICL (61 alelos),
MDR1 (210 alelos), SAPT2 (78 alelos), SAPT4 (135 alelos), XYR1 (221 alelos)
e ZWFla (71 alelos).

Para espécie C. albicans, os alelos mais frequentes foram: AAT1a - alelo
2, AAC1 - alelo 3, ADP1 - alelo 5, MPIb - alelo 9, SYAL - alelo 2, VPS13 - alelo
6 e ZWF1b - alelo 5, sendo a maioria dos alelos neste estudo em concordancia
com o banco de dados C. albicans referente a América do Sul, com excecao dos
genes AAC1la (alelo5) e MPIb (alelo 2).

Ademais, o genétipo mais comum para C. albicans foi o DST435, tanto
em cavidade oral quanto em corrente sanguinea. Segundo estudo de Coérrea

(2015) o DST435 também foi identificado em hemocultura numa unidade de alta
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complexidade, na cidade de Manaus, cujo desfecho foi o 6bito. Além disso,

Correa (2015) constatou que o DST90 foi 0 mais isolado em corrente sanguinea.

Através de amostras de swab vaginal e sangue, o DST435 foi identificado
em isolados no Brasil nos anos de 2008 e 2013, além de ser encontrado em
paises como Israel, China e Japao. Entretanto, na América do Sul, os DSTs mais
recorrentes em cavidade oral sdo: DST508, DST510, DST69 e em corrente
sanguinea sdo: DST69, DST90, DST444 e DST24 (JOLLEY et al., 2018).

Em relacdo aos gendtipos da cavidade oral dos pacientes controles
(espécies comensais), identificaram-se: DST591, DST2907, DST90. O DST591
foi encontrado em hemocultura na Venezuela (sem registro do ano), assim como
0 DST2907 em hemocultura no Ird em 2011 e por fim o DST90 tanto em sangue
no Brasil em 2013, quanto em urina na Malasia e China nos anos de 1995 e
2008, respectivamente (JOLLEY et al., 2018). Portanto, de acordo com o banco
de dados global do MLST, estes gendtipos foram identificados pela primeira vez

na cavidade oral.

A respeito de C. tropicalis, os isolados de sangue e cavidade oral
procederam de uma Unica paciente. Os alelos frequentes foram ICL1 (alelo 1),
MDR1 (alelo 7), SAPT 2 (alelo 3), SAPT 4 (alelo 17), XRY1 (alelo 57) e ZWFla
(alelo 13) que resultaram no DST147. Este gendtipo também foi caracterizado

em Taiwan no ano de 1999, cuja amostra originou-se de urina.

Tal resultado divergiu do trabalho de Magri et al. (2013) em S&o Paulo,
onde o DST 232 foi o mais observado em corrente sanguinea, em sua maioria
advindos de pacientes pediatricos. E quanto a cavidade oral, conforme o banco
de dados C. tropicalis, o DST90 foi 0 mais constante no Brasil (JOLLEY et al.,
2018).

7.5 TECNICA MLST — RELACOES GENETICAS DAS ESPECIES C.
ALBICANS E C. TROPICALIS DA CAVIDADE ORAL E CORRENTE
SANGUINEA

Conforme a proposta inicial deste estudo, a saber: verificar se leveduras

do género Candida isoladas da cavidade oral poderiam estar relacionadas ao
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acometimento de candidemia em pacientes infantis hospitalizados. Identificou-
se que, dos 05 pacientes com fungemia, somente 02 neonatos prematuros
demonstraram colonizacdo prévia em regido bucal (mucosas jugais, lingua e

palato) e posterior quadro de infeccdo fungica em corrente sanguinea.

Salienta-se que este estudo foi um dos primeiros a utilizar a técnica de
genotipagem MLST para verificar a relacdo de leveduras do género Candida

entre cavidade oral e fungemia.

Em relacdo a paciente 01, ndo € possivel afirmar a origem da infeccéo
invasiva, visto que a coleta em boca foi realizada apds o diagndéstico, todavia,
pode-se observar que o DST 147 (C. tropicalis) isolado em hemocultura, foi
identificado posteriormente na cavidade oral. Quanto ao paciente 02, o genétipo
DST 435 de C. albicans, foi encontrado em 5 amostras de hemoculturas,
portanto, houve o entendimento de que a fungemia ndo possuia envolvimento
com a regido orofaringea, pois ndo se observou crescimento microbiano prévio
e subsequente na cavidade oral. Os pacientes 04 e 05 apresentaram DSTs
iguais em isolados da cavidade oral e corrente sanguinea, sendo o DST435 e

um possivel novo gendtipo identificados.

Acerca desta temética ha poucos estudos, sendo este trabalho um dos
primeiros a comparar perfis genéticos de isolados de C. albicans nestes sitios,

por meio da técnica MLST.

Evidéncias similares foram encontradas por Batista et al. (2014), durante
o periodo de 6 meses, em UTI neonatal de um hospital publico de Sado Paulo.
Constatou-se uma populacdo de 125 recém-nascidos, dentre 0s quais, 12
pacientes apresentaram colonizacéo oral persistente e suspeita clinica de sepse
fungica. Através do processo genotipagem por PFGE, encontrou-se
concordancia entre as espécies de leveduras da mucosa bucal e no sangue em
6 recém-nascidos (C. albicans com 5 casos e C. parapsilosis com 1 caso) que
apresentaram, concomitantemente, colonizacao oral e septicemia. Por fim, 4 dos

pacientes que indicaram leveduras em concordéancia, foram a ébito.

Heo et al. (2011) verificaram através da técnica PFGE que leveduras

recuperadas de biofilme da cavidade oral eram indistinguiveis de isolados de
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secrecOes traqueais e de lavado broncoalveolar em pacientes internados em
UTI. De modo geral, estes resultados fundamentam a hipotese de que

microrganismos inseridos em boca podem ser fonte para infec¢cdes invasivas.
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8 CONCLUSAO

Observou-se perfis epidemioldgicos distintos para pacientes neonatais e
pediatricos internados em UTI, embora os motivos de internacéo,
comorbidades e wuso de dispositivos hospitalares apresentem
similaridades.

A espécie C. albicans foi a levedura de maior ocorréncia na cavidade oral
de pacientes infantis em ambientes criticos.

Em UTIN, as espécies mais encontradas na regido oral foram C. albicans,
C. parapsilosis e C. haemulonis.

Em UTI-ped, houve isolamento majoritario de C. albicans e C. tropicalis
em boca.

Espécies incomuns foram identificadas na cavidade oral de pacientes
neonatais e pediatricos, a saber: Cyberlindnera fabianni, Candida
thasaenensis, Candida duobushaemulonii e Pichia kudriavzevii.

O perfil de pacientes com diagnéstico de fungemia sdo, em sua maioria,
neonatos com prematuridade precoce, com baixo peso ao nascer, onde a
sepse, prematuridade e pneumonia foram o0s principais motivos de
internacao.

Os dispositivos clinicos mais observados para candidemia foram a
ventilacdo mecanica, intubacéo e cateter umbilical.

A espécie Candida albicans foi a principal levedura causadora de
fungemia, seguida de C. tropicalis e Cybelindnera fabianni.

O gendtipo de C. albicans mais frequente foi 0 DST435, tanto em cavidade
oral quanto em corrente sanguinea.

Os gendtipos de C. albicans isolados da cavidade oral apresentam
diversidade genética.

Um DST isolado da cavidade oral e corrente sanguinea, nunca relatado
para C. albicans, configura provavelmente como novo genétipo.

Para C. tropicalis identificou-se 0 DST147em corrente sanguinea e regiao
oral.

Dois pacientes apresentaram genoétipos de C. albicans idénticos em

cavidade oral (colonizagdo prévia) e corrente sanguinea. Tal fato



95

representa uma evidéncia de que a cavidade oral pode servir como fonte

para o acometimento de fungemia.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PAIS OU RESPONSAVEIS LEGAIS

O(A) seu(sua) filho(a) esta sendo convidado a participar do projeto de
pesquisa, intitulado: MICOBIOTA ORAL E FUNGEMIA: ANALISE DA
POSSIVEL RELACAO EM PACIENTES NEONATAIS E PEDIATRICOS
INTERNADOS EM UTI, sob responsabilidade da pesquisadora THAIS
MOREIRA GAMA. O objetivo do projeto é conhecer quais espécies de fungos
sdo mais encontradas na boca de pacientes infantis internados em ambiente
hospitalar e verificar se estes fungos tem relagéo direta ou contribuem para uma
infeccdo no sangue (fungemia) em recém-nascidos e criangas internadas em
UTI.

O(A) Sr(a). tem plena liberdade de recusar a participacdo do seu(sua)
filho(a) ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizacdo alguma para o tratamento que ele(a) recebe neste servico de
Unidade de Terapia Intensiva neonatal ou pediatrica. Para participar deste
estudo o (a) Sr. (a) ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. E se eventualmente houver danos decorrentes dos riscos desta
pesquisa, 0 pesquisador assumird a responsabilidade pelo ressarcimento e pela
indenizacao.

A participacao do(a) seu(sua) filho(a) € voluntaria e sera realizada por meio
do acesso ao prontuario e utilizacdo dos microrganismos isolados a partir da
boca e sangue (caso haja suspeita de fungemia). O pesquisador coletard na
regido oral através de um “cotonete” estéril nas areas de lingua, mucosa das
bochechas, palato duro e se eventualmente o paciente for diagnosticado com
candidemia, ocorrera uma segunda coleta oral. O sangue sera coletado pela
prépria equipe hospitalar, caso o paciente apresente sinais e sintomas clinicos
de sepse, somado a suspeita de fungemia clinica pela equipe médica e a
pesquisa necessitara utilizar o fungo que crescer.

Segundo a resolucdo do CNS 466/2012 toda pesquisa com seres
humanos envolve riscos, porém no presente estudo, estes serdo minimizados,
principalmente considerando as medidas éticas e de biosseguranca que serao
implementadas a fim de reduzir ao maximo 0s riscos inerentes.

Para minimizar possiveis riscos, a entrada na UTI sempre serd com o
amparo da equipe de enfermagem e com uso de EPI e a coleta na cavidade oral
sera com uso de um “cotonete” estéril. Em caso do paciente necessitar coletar
sangue esse sera coletado conforme a recomendacdo médica e pela equipe do
hospital, ndo havendo participacdo do pesquisador. Por fim, a identificacdo do
paciente sera codificada, prezando pela privacidade e sigilo das informagdes.

Se o0 sr(a) aceitar a participacdo do menor, estara colaborando para
compreensdo da possivel relacdo patogénica de fungos encontrados na
cavidade oral e sangue, em pacientes infantis hospitalizados. Com os dados
obtidos, esperamos confirmar isso e assim contribuir com uma melhor qualidade

Responsavel legal

Pesquisador
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da atencdo a saude que leve a diminuicdo da mortalidade em UTI neonatal e
pediatrica.

Se julgar necessério, o(a) Sr(a) dispde de tempo para que possa refletir
sobre a participacao do seu filho(a), consultando, se necesséario, seus familiares
OuU outras pessoas que possam ajuda-los na tomada de decisdo livre e
esclarecida. Os resultados da pesquisa serdao analisados e publicados, mas a
identidade do(a) seu(sua) filho(a) ndo ser& divulgada, sendo guardada em sigilo.

O(A) Sr(a). pode entrar com contato com a pesquisadora responsavel
Thais Moreira Gama, a qualquer tempo para informacéo adicional no Instituto
Lebnidas e Maria Deane - Fundacdo Oswaldo Cruz, no enderec¢o: Rua
Teresina, 476, Adriandpolis, Manaus/AM, pelo telefone (92) 3621-2333 ou e-
mail: projetomicobiota@gmail.com. E com o Comité de Etica em Pesquisa
da Ufam — Hospital Getulio Vargas (UFAM/HUGV).

Consentimento Pés-Informacéo

Eu, ,
portador(a) do documento de identidade fui
informado sobre o0 que a pesquisadora quer fazer e porque precisa da
colaboracédo do(a) meu(minha) filho(a), e entendi a explicacdo. Por isso, eu
concordo na participacdo do(a) meu(minha) filho(a) no projeto, sabendo que
ele(a) ndo vai ganhar nada e que podera sair quando quiser. Este documento
(TCLE) seré elaborado em duas VIAS, que serdo rubricadas em todas as suas
paginas, exceto a com as assinaturas, e assinadas ao seu término por mim e
pelo pesquisador responséavel, ficando uma via com cada um.

Menor Participante

Nome:

Manaus, / /

Assinatura do Responsavel Legal

Assinatura do Pesquisador Responséavel IMPRESSAO

DACTILOSCOPICA
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
BIORREPOSITORIO

O menor sob sua responsabilidade estd sendo convidado (a) como
voluntario (a) a participar da pesquisa intitulada: MICOBIOTA ORAL E
FUNGEMIA: ANALISE DA POSSIVEL RELAQAO EM PACIENTES
NEONATAIS E PEDIATRICOS INTERNADOS EM UTI, que tem como objetivo
conhecer quais espécies de fungos sdo mais encontradas na boca de pacientes
infantis internados em ambiente hospitalar e verificar se estes fungos tem
relacdo direta ou contribuem para uma infecgdo no sangue (fungemia) em
recém-nascidos e criancas internadas em UTI.

Para este estudo os microrganismos isolados originais seréo repicados
em duplicata em tubos de ensaio com meio de cultura Agar Sabouraud glicose
2% e serdo armazenados no Laboratério de Biodiversidade em
Saude/Micologia do ILMD-Fiocruz.

Pedimos a sua autorizacdo para a coleta, o armazenamento e a utilizacéo
das cepas fungicas nesta pesquisa. A utilizacdo do material biolégico esta
vinculada somente a este projeto de pesquisa, e estard armazenada durante
um periodo de 05 (cinco) anos. Caso haja interesse na utilizagdo em projetos
futuros o Sr. (a) sera consultado.

O (A) Sr. (a) sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualgquer aspecto que
desejar e estard livre para participar ou recusar-se a participar, podendo retirar,
a qualquer momento, o seu consentimento de guarda e utilizacdo do material
biol6gico armazenado no Biorrepositério. A participacdo do (a) seu (sua) filho
(a) é voluntéaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
prejuizo no tratamento para o menor.

Qualqguer outro projeto que venhamos a executar com alguma amostra ja
coletada do (a) menor, que seja diferente do objetivo do estudo aqui
esclarecido, sera submetido um novo projeto de pesquisa para ser analisado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e & Comiss&do Nacional de Etica
em Pesquisa, além de ser solicitado a vocé um novo termo de consentimento,
antes que o estudo seja iniciado.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo e privacidade, sendo que os dados, materiais e instrumentos utilizados na
pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de
5 (cinco) anos e apods esse tempo serdo destruidos. O (A) Sr. (a) ndo sera
identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo,
conforme a legislacao brasileira (Resolucdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria

Responséavel legal

Pesquisador
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2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as
informacBes somente para fins académicos e cientificos.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em DUAS vias,
sendo que uma serd arquivada pela pesquisadora Thais Moreira Gama, no
Instituto Lednidas e Maria Deane - Funda¢cao Oswaldo Cruz, localizada Rua
Teresina, 476, Adriandpolis, Manaus/AM, pelo telefone (92) 3621-2333 ou e-
mail: projetomicobiota@gmail.com e a outra sera fornecida a (0) Sr. (a).

Consentimento Pos-Informacéao

Eu, ,
portador(a) do documento de identidade fui
informado sobre o0 que a pesquisadora quer fazer e porque precisa da
colaboracédo do(a) meu(minha) filho(a), e entendi a explicacdo. Por isso, eu
concordo na participacdo do(a) meu(minha) filho(a) no projeto, sabendo que
ele(a) ndo vai ganhar nada e que podera sair quando quiser. Este documento
(TCLE) seré elaborado em duas VIAS, que serdo rubricadas em todas as suas
paginas, exceto a com as assinaturas, e assinadas ao seu término por mim e
pelo pesquisador responséavel, ficando uma via com cada um.

Menor Participante

Nome:

Manaus, / /

Assinatura do Responsavel Legal

IMPRESSAO

DACTILOSCOPICA

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE C

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS — DADOS DEMOGRAFICOS E
CARACTERISTICAS CLINICAS

Registro:

Idade:

Género: () Feminino ( ) Masculino

Naturalidade: Peso:

Tipo de instituicdo ( ) Maternidade ( ) Hospital
Setor: ( ) UTI neonatal ( ) UTI pediatrica

Data da internacéo: I

Motivo da internagéo:

Periodo de internacéo hospitalar antes da candidemia:

Comorbidades subjacentes: () Prematuridade () Cancer () Doenca cardiaca
() Doenca pulmonar () Doenca Neuroldgica () Transplante () Insuficiéncia renal

aguda e crénica () Neutropenia Outro:

Uso de antibioticos: () Sim ( ) Ndo Se sim, qual:

Cirurgia nos ultimos 30 dias: ( ) Sim ( ) Nao Se sim, qual:

Manifestagdes clinicas orais:

Evolugéo: Alta () Obito ()
Uso de dispositivos médicos-terapéuticos:

Cateter venoso central ( ) Sim ( ) Nao
Nutricdo Parenteral: ( ) Sim ( ) Nao

Ventilagdo Mecénica: ( ) Sim ( ) Nao

0N PR

Intubacédo: ( ) Sim ( )Nao
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APENDICE D

PLANO DE PREVENCAO A COVID-19 PARA PESQUISA DE CAMPO

A entrada da pesquisadora nas Unidades de Terapia Intensiva — UTI
neonatal e pediatrica deu-se mediante autorizacdo prévia dos diretores
responsaveis pelas unidades de saude selecionadas para o estudo. A
pesquisadora foi testada para a Covid-19 e utilizou equipamentos de protecao
individual (gorro, méascara, jaleco, luva e propé) tomando todos os cuidados
necessarios para prevencdo e prote¢cdo contra o novo coronavirus. Os
responsaveis legais pelos participantes da pesquisa receberam um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), onde foram orientados sobre os
objetivos do estudo, riscos e beneficios e convidados a participar, sendo obtido

0 consentimento por escrito (Apéndice A).
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ANEXO A

UFAM - HOSPITAL
UNIVERSITARIO GETULIO <€ 2 Slotaforma
VARGAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: MICOBIOTA ORAL E FUNGEMIA:(AN)E&LISE DA POSSIVEL RELM;,&O EM
PACIENTES MEOMATAIS E PEDIATRICOS INTERNADOS EM UTI.

Pesquizador: THAIS MOREIRA GAMA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 47110821 .2.0000.9167

Instituigdo Proponente: CENTRO DE PESQUISAS LEONIDAS E MARIA DEAME - FUNDACAO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Fundagdo de Amparo 4 Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 4.788.793

Apresentacio do Projeto:

D acordo com © arguivo apresentado F'B_INFDRMAQEJES_B.&SICAS_DO_P ROJETO_1514387, gerado
em 080672021 18:54:39, o protocolo de pesquisa apresenta os seguintes elementos a seguir descritos:
Resumao:

Este trabalho tem como objetivo verificar a relaggo da micobiota presente na cavidade oral de pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva Meonatal (UTIM) e Unidade de Terapia Intensiva Pediafrica
(UTI-Ped) de Matemidades e Hospitais Infantis (Plblicos e Privado), localizados em Manaus, associada a
ocorréncia de fungemia. Para tanto, serdo feitas coletas durante um periodo de 04 meses, conforme os
critérios do Ministério da Sadde, em todos os pacientes neonatais (04 primeiras semanas de vida, ou até 28°
dia) e pedidtricos (a partir do 29° dia apds o nascimento até 12 anos) gque derem entrada em UTI neonatal
pediatrica. Serdo utilizadas amostras coletadas na Matemidade Dona Lindd, Hospital e Pronto Socormo da
crianga Zona Qeste, Hospital & Pronto Socormo da crianga Zona Sul, Hospital e Pronto-Socomo da Crianca
da Zona Leste e Instituto de Salde da Crianga do Amazonas (ICAM) e Hospital Matemidade Unimed. No
estudo serfo utilizados os espécimes fungicos da mucosa oral através de uma coleta por swab. Para
observar & correlacionar oz gendtipos de leveduras da cavidade oral e corrente sanguinea, através da

técnica molecular de Multilocus Sequence Typing (MLST), serdo manuseadas as cepas de

Enderego:  Rua Tomas de Via Mova, 04

Bairro:  FRACA 14 DE JANEIRD CEP: 89 020-170
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (22133054707 E-mail: cep hugwiebserh gov.br
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Candida previamente isoladas das coletas da cavidade oral e de hemocultura, sendo este um procediments
realizado por um laboratorio terceirizade proveniente das Unidades Hospitalares estudada. Informagdes
sobre os pacientes serdo levantados junto 30 SAME de cada uma das unidades para que possa ser
levantado o perfil epidemiclogico. Portanto, esta pesquisa apresenta como proposta a compreensdo desta
possivel relagdo, a fim de subsidiar conhecimento sobre a problematica. Além de contribuir para qualidade
da atencdo a sabde e com a perspectiva da importancia de equipes multidisciplinares, com énfase em
medidas preventivas para o controle e monitoraments da cavidade oral que levem para a diminuigio da
mortalidade em UTI neonatal e pediatrica.

Hipdtese: Espécies fingicas encontradas na cavidade oral de recém-nascidos e criangas hospitalizadas em
Unidades de Terapia Intensiva, confribuem para o acometimento de fungemia?

Metodologia Proposta:

A pesquisa sera realizada em duas Unidades de Terapia Intensiva Necnatal (UTIN) de Matemidades (sendo
uma piblica & outra privada) e cincoUnidades de Terapia Intensiva Pediatrica (UTI-Ped) de Heospitais
Infantis/Maternidade (sende quatro piblicas e uma privada), localizades na cidade de Manaus/Amazonas. A
coleta sera realizada durante um periode de 04 meses, conforme os eritérios de Ministério da Sadde, em
todos os pacientes neonatais (04 primeiras semanas de vida, ou até 28° dia) e pediatricos {a partir do 28°
dia apos o nascimento até 12 anos) que derem entrada em UTI neonatal & pediatrica, respectivamente, nas
unidades hospitalares envolvidas no estudo. Os dados epidemiclégicos serdo levantades junto ao Senvigo
de Arguivo Médico e Estatisticas (SAME) de cada uma das Unidades participantes do estudo, conforme
autorizagac para utlizagao dos mesmos. Tals autonzagdes serao fornecidas tanto pela Secretaria Estadual
de Sadde, & Diretores de cada uma das Unidades.

Para caracterizar o perfil epidemiclégico e dlinico de pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva
Meonatal & Pedidtrica, as informagdes clinicas serdo extraidas de prontudrios médices e induirdo: idade,
género, naturalidade, tipo de instituigao, setor, motive da intemagao, periodo de internagdo hospitalar antes
da candidemia, doengas subjacentes, cirurgia nos Utimos 30 dias, presenca de um cateter intravenoso ou
qualquer outro dispositive artificial no momento da candidemia, manifestagao clinica eral (placas
esbranquigadas, areas eritematosas, Ulceras) e evolugdo (alta ou dbito). Os responsaveis dos pacientes
encaminhados a UTI neanatal ou UTI

Enderego: Fus Tomds de Vila Nowa, 04

Balrro: PRAGA 14 DE JANEIRD CEP: §5.020-170
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pediatrica, serdo abordados pela Comissdo de Controle de Infecgdo Hospitalar da unidade, juntamente com
o pesquisador, a fim de obter autorizacdo para as coletas na cavidade bucal & permiss3o para uso dos
fungos isclados do paciente durante o periodo de in'bemagﬁu na UTI para os estudos de -:aracberiz,agin dos
mesmos, atraves do Termeo de Consentimento Livre e Esclarecido{TCLE). No estudo serdo ulilizades os
fungos da mucosa bucal para determinar os microrganismos residentes. s pacientes serdo acompanhados
enguanto estiverem internados em UTI para observar a suspeita de fungemia. Caso ocomra, a coleta sera
feita pelo laboratario terceirizado conforme procedimento de roting da unidade hospitalar. Para observar
correlacionar os gendtipos de leveduras da cavidade oral e corrente sanguinea, através da técnica
molecuar de Multilocus Sequence Typing (MLST), serdo manuseadas as cepas de Candida previamente
isoladas das coletas da cavidade oral e de hemocultura, Sera realizada uma coleta inicial em cavidade oral -
antes da equipe de assisténcia hospitalar efetivar profilaxia com digluconato de clorexidina 0,12% - em
areas e mucosa jugal, lingua e palato duro. As amosiras de sangue serac coletadas a partir de um vaso
sanguines periférice, em pacientes gque apresentarem sinais & sintomas clinicos de sepse, somado 3
suspeita de fungemia clinica pela eguipe medica, visto que estes procedimentos serdo realizados pelos
enfermeiros. Conforme a hemocultura destes pacientes seja positiva para especie Candida, o pesguisador
retornara @ UTI neonatal ou UTI pediatrica e realizara uma segunda coleta em mucosa oral com swab
estéril, para observar possiveis alteraces da micobiota bucal. Para realizacdo da genotipagem pela técnica
MLST, sera necessario que o paciente apresents hemeocultura positiva para Candida e tenha sido submetido
a duas coletas em mucosa oral. Com a finalidade de correlacionar os gendtipos de Candida encontradas na
cavidade oral com as isoladas da corrente sanguinea, as cepas serdo seguenciadas e analisados 7 genes
{Candida Albicans) e 8 genes (Candida tropicalis), desta forma sera possivel realizar inferéncias sobre o
nivel de estirpe.

Metodologia de Analise de Dados: Os dados apurados serdo registrados em uma planilha de coleta
desenvolvida no programa Microsoft Excel®, contendo as variaveis a serem estudadas. Posteriormente
serdo analisados no programa R« 6.43.1.1. Statistics. As distribuigdes de freguéncias das caracteristicas
clinizas e epidemioldgicas dos casos de candidemia serdo apresentadas na forma de Tabelas, uma vez que
o nivel de significincia utilizado em todas as andlises sera de 0,05, A analise laboratorial ird ocorrer no
Laboratorio de Biodiversidade em Sadde/Micologia do ILMD-Ficcruz, o5 espécimes da cavidade oral serdo
culfivados & analisados a olho nu, a considerar a morfologia e pigmentagdo das coldnias. E para andlise da
genotipagem
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sera utilizada a técnica de sequéncia Multilocus (MLST), onde ocomera a exiragdo de DMA, ampliagdo dos
genes pela PCR, sequenciamento dos 07 genes (Candida albicans) e 08 genes (Candida tropicalis)
escolhidos & posteriormente as sequencias serdo copiadas e adicionadas ao site oficial do MLST
{hitps:Npubmist.orglealbicans!) & {httppubmistarglctropicalis!) onde havera a possibilidade de introduzir a
sequéncia de um determinado gene por vez. para cada isclado. A finalidade & comparar com a base de
dados do MLST via internet, o gual fornecera o nimero do genotipo enconfrado entre os diferentes alelos
depositados.

Desfecho Primario: Esfima-se encontrar associagss entre espécies de Candida (Candida albicans & Candida
tropicalis) da cavidade oral e corrente sanguinea em casos de fungemia, sendo confirmade pela técnica de
sequéncia Multilocus, ac verificar gendtipos similares, alem de conhecer o perfil epidemiolagicolclinico de
pacientes infantis intermados nas UTls neonatais & pediatricas de Manaus e identificar as espécies fingicas
gue residem na cavidade oral de pacientes internados em UTIL

Hipdtese: Espécies fingicas encontradas na cavidade oral de recém-nascidos e criangas hospitalizadas em
Unidades de Terapia Intensiva, confribuem para o acometiments de fungemia?

Objetiva Primario: Verificar a relacSo da mizobiota presente na cavidade oral de pacientes internados em
Unidades de Terapia Intensiva neonatal e pediatrica de Maternidades e Hospitais Infantis Publicos/Privado
de Manaus e a ccorréncia de fungemia.

Objetives Secundarios: Caracterizar o perfil epidemicdogicolclinico de recém-nascidos e criangas intemadas
em UTI| & determinar a micobiota presente na cavidade oral; Determinar os gendtipos das espécies de
Candida isoladas da cavidade oral & comente sanguinea de pacientes que apresentarem candidemia;
Comrelacionar as espécies de Candida ou outras espécies de fungos encontradas na cavidade oral com as

isoladas da corrente sanguinea.

Criterios de Inclusao: Os pacientes serdo incluidos no estedo mediante os seguintes critérios: Aceite dos
familiares ou responsaveis legais em participar da pesquisa mediante a concordancia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE); pacients devera estar internado em Unidade de Terapia
Intensiva neonatal & pediatrica, apresentar faixa etaria de até 12 anos. E um mesmo paciente sera
considerado como novo caso guando houver uma nova hemocultura positiva apos 30 dias do primeiro caso
detectado.
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Critéric de Excusdo: Serdo excluidos do presente estudo: Pacientes gue estejam impossibilitados de
realizarem a coleta oral e amostras cujas cepas causadoras de candidemia perderem a viabilidade de
crescimento em laboratrio.

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com o arguive apresentado F'B_INFDRMN;{-J ES_B.&SICP.S_DG_F'RDJETDJE1433?. gerado
em 08062021 18:54:38, o protocolo de pesguisa apresenta os seguintes elementos a seguir

descritos:

Objetivo Primario:

Verffizar a relacdo da mizabiota presents na cavidade oral de pacientes internados em Unidades de Terapia
Intensiva neonatal e pediatrica de Maternidades e Hospitais Infantis Publicos/Privade de Manaus & a
ocorméncia de fungemia.

Objetivo Secundario:
Caracterizar o perfil epidemiclogicoldinice de recém-nascidos e criangas intemadas em UTI e determinar a
micobiota presente na cavidade oral.

Determinar os genofipos das especies de Candida isoladas da cavidade oral & corrente sanguinea de

pacientes que apresentarem candidemia;

Cormelacionar a5 espécies de Candida ou outras espécies de fungos encontradas na cavidade oral com as
isoladas da corrente sanguinea.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o arquive apresentado F'E-_INFDRMA'I;EJ ES_B.&.SICP.S_DD_F'RDJETDJE143E?. gerado
em 08062021 18:54:38, o protocolo de pesguisa apresenta os seguintes elementos a seguir

descritos:

Riscos:

Meste estudo es1a previsto o contato com pacientss neonatais e pediaticos intermades em UTI para realizar
uma coleta na cavidade oral com swab antes da realizagdo da profilaxia que sera efetuada pela equipe
hespitalar. Apés esse contato, somente havera outro, caso esse pacients apresents uma fungemia. Esse
novo contate sera para realizar outra coleta na cavidade oral. & pesguisadera ndo tera nenhuma
participagde na coleta de sangue para a hemocultura, sendo essa
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feita conforme a rotina do hospital. O paciente s& sera incluide na pesquisa apos o responsavel ser
convidado e esclarecido sobre o projeto e se aceitar participar na pesguisa com a assinatura do TCLE Para
minimizar os possivels riscos que

podem estar presentes durante a realizagao do frabalho os seguintes procedimentos serdo adotados: a
pesquisadora somente acessara a UTI na presenga de um profissional da equipe da UTI & seguird os
protocolos para acesso da UTI das unidades hospitalares envolvidas no estudo. onde estio incluidos a
lavagem rigorosa das maos, uso de mascara, luvas, jaleco, goro, pro-pé. A coleta sera com swab estérl &
realizada pela propria pesquisadora que @ cirurgia dentista e treinada para este tipo de procedimento que
estara atenta para realizar o procedimento da forma mais cuidadosa e agil possivel a fim de minimizar o
desconforto do paciente. Para a coleta de dados dos pacientes a pesquisadora ja fez treinamento

para garantir a privacidade e sigilo das informagdes do paciente. E, qualquer risco ndo previsto decomrente
da participacdo na pesquisa sera minimizado pelo pesguisador.

Beneficizs:

Os procedimentos apresentados serdo necessarios para determinar se ha associagio enfre a micobiota oral
e a fungemia desenvolvida. Ha evidéncias ainda insuficientes para comprovar uma possivel contribuigdo ou
evolugdo para a ocoméncia da doenca. Com os dados obtidos, espera-se confirmar essa hipdtese e assim
contribuir com uma melhor qualidade da atencdo & salde que leve a diminuigdo da mortalidade em UTI
neonatal e pediatrica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Protocolo de pesquisa apresentande em sua segunda submissdo (versio 2) Relativo a um estudo
longitudinal, observacional e descriive. Os participantes desta pesquisa serdo pacientes neonatais e
pediatricos internados em Unidades de Terapia Intensiva de Maternidades e Hospitais Publico/Privado
localizados na cidade de Manaus, enquants as amostras serdo

constituidas por fungos da cavidade oral e leveduras do género Candida encontradas em hemoculiuras
positivas. Sera realizado umn levantaments de dados em prontudrios medicos, a firm de caracterizar o perfl
clinicolepidemicldgico destes pacientes, coleta por meio de swab para identificar 0s microrganismos
fungicos pertencentes a mucosa oral e para determinar, correlacionar os gendtipos de leveduras da
cavidade oral e corrente

sanguinea de pacientes com fungemia, através da técnica meolecular de Mulfilocus Sequence Typing
{MLST), serdc manuseadas as cepas de Candida albicans e Candida tropicalis. Identificada no arguive do
termo de responsabilidade Thais Moreira Gama, pesquisadora responsavel pelo projete intitlado “Micobiota
oral e fungemia: Andlise da possivel relagie em pacientes neonatais &
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pediatricos intermados em UTI" sob orientagdo da pesquisadora Dra. Ani Beatriz Jackisch Matsuura declaro
estar ciente & que cumprirei os termos da Resolugdo 466112 de 12/12/2012 do  Conselho Nacional de
Sadde do Ministéric da Salde e declare: {a) assumir o compromisso de zelar pela privacidade e sigilo das
informagoes; (b) tornar os resultados desta pesquisa plblicos sejam eles favoraveis ou ndo; e (¢} comunicar
o Comité de Efica em Pesquisa & Comissao Macional de Efica em Pesquisa sobre qualguer alteragdo no
projeto de pesquisa, nos relatarios

anuais ou atraveés de comunicagdo protocolada, que me forem solicitadas; (d) utilizar os
materiaiz @ as informagdes obiidas no desenvolvimento deste trabalho apenas para fins de
pesguisa & para atingir seus objetivos.

De acordo com arguive PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1514387, gerade em OB/0E/2021
18:54:38, temos as seguintes informagdes sobre a pesquisa:

Acesso a dados de prontudrios: Sim.

Mimer estimado de participantes: prontudrios de 200 pacientes.

Critérios de inclusdo: adeguada.

Critérios de excusdo: adequado.

Recrutamento dos participantes: nag se aplica a este protocoke

Riscos: VER PEMDENCIAS NO TCLE DOS RESPONSAVEIS E TCLE BIORREPOSITORIO
Equipe de pesquisadores: adequada.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

DE ACORDO COM O ARQUIND CARTA RESPOSTA ENVIADD EM 0870812021 18:47:01

RESPOSTA DE FENDEMCIAS

PENDENCIA 1. TCLE para o responsavel legal - inadeguada (identificagdo incompleta do responsavel)
RESPOSTA: Realizamos a alteragdo no TCLE para o responsavel lepal e adicionamos no consentiments

pos-informagdo o nome completo do responsavel e o nimero do documento de identidade. As alteragdes
estao destacadas em vermelho no arquive em anexo TCLE_RESPONSAVEIS_LEGAIS_w2.
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PENDENCIA 2. TCLE bicrrespasitorio (consentimento pas informacio) - Declaragdo de Manuseio Material
Biolégico Biorrepasitdrio / Biobanco: inadeguade (identificacdo incompleta do responsdvel e indevida
autorizagac prévia para uso em projetos futuros)

RESPOSTA: Acrescentamos no TCLE Biorrepositério, o nome completo & o ndmere do documents de
identidade do responsavel ne consentimento pos-informagao. Retiramos a opgao de autorizagdo prévia para
uso em projetos futures, conforme solicitado, e adicionamas no texto um paragrafo com orientagdes sobre a
utilizagdo futura da amostra armazenada. As alteragdes estdo destacadas em vermelho no arquivo em
anexo TCLE_BIORREPOSITORIO v2.

Recomendagdes:

Considerando a CARTA RESPOSTA ENVIADO EM 08/08/2021 18:47:01

Considerande as adequagdes nos arguivos enviades em 08/06/2021 18:48:17 TCLE_Responsaveis
legais_v2 e 08/06/2021 13:46:34 TCLE_ Biomepasitdrio_v2, adequando as solicitagdes do CEP, conforme
descrito a seguir:

1. Consentimento Pds—Informagdo

Eu, . portador{a) do documents
de identidade fui informado sobre o que a pesquisadora quer fazer e porque

precisa da colaboragdo do{a) meu(minha) filhe{a), e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo na
participagac do(a) meu(minha) filho(a) no projeto, sabendo que ele(a) ndo vai ganhar nada e gue podera
sair quando quiser. Este documento (TCLE) sera elaborado em duas VIAS, que serdo rubricadas em todas
as suas paginas. exceto a com as assinaturas, e assinadas ao seu término por mim e pelo pesquisador
responsavel, ficando uma via com cada um.

Menor Participante
Mome:

2. Pedimos a sua autorizagdo para a colets, o armazenamento e a utilizagde das cepas flngicas nesta
pesquisa. A utilizagio do material bioldgico estad vinculada somente a este projeto de pesquisa, e estara
armazenada durante um periodo de 05 (cinco) anos. Caso haja interesse na
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utilizagde em projetos futuros o 5r. (a) serd consultado.

Qualquer outro projeto que venhamos a executar com alguma amostra ja coletada do (a) menor, que seja
diferente do objetivo do estude agui esclarecido, sera submetido um novo projeto de pesquisa para ser

analisado e aprovade pelo Comité de Etica em Pesquisa e a Comissao Nacional de Efica em Pesquisa.

além de ser solicitade a vocé um novo termo de consentimento, antes que o estudo seja iniciado.

Eu, . portador(a) do documento
de idenfidade fui informade sobre o que a pesquisadora quer fazer e porgue
precisa da colaboragde dofa) meu(minha) filhe{a), e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo na
participagdo dofa) meuiminha) filhe(a) no projeto. sabendo que ele(a) ndo vai ganhar nada e que podera
sair quando quiser. Este documento (TCLE) sera elaborado em duas VIAS, que serdo rubricadas em todas

as suas paginas. exceto a com as assinaturas, e assinadas a0 sew término por mim e pelo pesquisador
responsavel, ficando uma via com cada um.

Menor Participants
MNome:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

PENDEMNCIA 1. TGLE para o responsavel legal - adequado (identificagdo completa do responsavel).

Realizamos a alteragdo no TCLE para o responsavel legal e adicionamos no consentimento pos-informagdo
o nome completo do responsavel & o ndmero do documento de identidade. As alteracdes estdo destacadas
em wermelho no arguive em anexo TCLE_RESPONSAVEIS_LEGAIS vZ.

PENDENCIA 2. TCLE Biomepositério (consentiments pos-informagdo) - Declaragdo de Manuseio Material
Bicldgico/BiomepositdriofBicbance: adequade (identificagio completa do responsavel e devida autorizagdo
prévia para uso em projetos futuras).

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionados:
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Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao

Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 08/D6/2021 Aceito

do Projeto ROJETO 1514387 pdf 18:54:39

COutros CARTA_RESPOSTA doc 08/D6/2021 |[THAIS MOREIRA Aceito
18:47:01 |GAMA

Declaragio de TCLE_BIORREPQSITORIO_v2.docx 08/D6/2021 |[THAIS MOREIRA Aceito

Manuseio Material 18:46:34  [GAMA

Biologico /

Biorepositario /

Biobanco

TCLE { Termos de  |TCLE_RESPONSAVEIS_LEGAIS_v2.dgl 08/D6/2021 (THAIS MOREIRA Aceito

Assentimento / cx 18:46:17 [GAMA

Justificativa de

Auséncia

Declaragio de TERMO_DE_RESPONSABILIDADE_PE| 12/05/2021 |THAIS MOREIRA Aceito

Pesquisadores SQUISADOR. pdf 222316 | GAMA

Projeto Detalhado / | PROJETO_DETALHADO docx 121052021 [THAIS MOREIRA Aceito

Brochura 2211654 [GAMA

Investigador

Projeto Detalhado /! | PROJETC_DETALHADO pdf 12/05/2021 (THAIS MOREIRA Aceito

Brochura 2271636 | GAMA

Investigador

Orgamento ORCAMENTO. pdf 12/05/2021 |[THAIS MOREIRA Aceito
22:15:12 | GAMA

Declaragao de DECLARACAQ_DE_INFRAESTRUTUR| 12/05/2021 |THAIS MOREIRA Aceito

Instituigéo & A pdf 22:14:068 |GAMA

Infraestrutura

Cronograma CRONCGRAMA pdf 12/05/2021 [THAIS MOREIRA Aceito
22:13:55 | GAMA

Folha de Rosto Folha_de_rosto. pdf 12/05/2021 [THAIS MOREIRA Aceito
22:13:37 | GAMA

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nio

Enderego:

UF: &M
Telefone:

MAMNAUS, 18 de Junha de 2021

Assinado por:

PLINIO JOSE CAVALCANTE MONTEIRO

(Coordenador(a))

Fua Tomas de Vila Nova, 4
Baimo: PRACA 14 DE JANEIRO

Municipio: MANAUS
(B2)3305-4707

CEP: 89.020-170

E-mail: cephugwiebserh govbr
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