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RESUMO

A presenca de leveduras do género Candida em superficies de Unidades de Terapia Intensiva
(UTI’s) representa um risco potencial para infeccGes hospitalares, especialmente em regides
com escassez sobre contaminagdo fungica ambiental. Este estudo teve como objetivo
quantificar a carga fungica, identificar as espécies de Candida, avaliar a susceptibilidade ao
fluconazol e validar a identificacdo convencional por meio da técnica de MALDI-TOF MS a
partir de isolados obtidos de superficies inertes em UTIs de trés hospitais publicos da cidade de
Manaus, Brasil. Entre novembro de 2024 e janeiro de 2025, foram coletadas 117 amostras
ambientais em superficies criticas, como colchdes, bancadas de medicamentos, torneiras e
sanitarios, com posterior isolamento em &gar Sabouraud. A identificagdo foi realizada por
métodos fenotipicos (CHROMagar Candida, micromorfologia em agar fuba e auxanograma) e
moleculares (MALDI-TOF MS). A determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
frente ao fluconazol, itraconazol e anfotericina B seguiu os critérios da norma CLSI M27-A4.
Das 117 amostras foram obtidos um total de 72 isolados com maior carga fungica no Hospital
C (25), seguido pelos hospitais A (24) e B (23). As espécies mais prevalentes foram Candida
parapsilosis e Candida glabrata, enquanto Candida tropicalis apresentou a maior CIM média
(8,00 pg/mL), sugerindo maior resisténcia ao fluconazol. Foi observado 100% de concordancia
entre identificacdo convencional e MALDI-TOF para as espécies C. krusei, C. tropicalis e C.
glabrata, enguanto os isolados previamente classificados como n&o-albicans foram
identificados como C. parapsilosis e outras espécies por MALDI-TOF. Esses achados destacam
a variabilidade na carga fungica e na composicdo de espécies entre as UTI’s analisadas,
reforcando a relevancia da vigilancia microbioldgica e da identificacdo precisa de Candida para

o0 controle da resisténcia antifungica em ambientes hospitalares da regido Amazonica.

Palavras-chave: Leveduras; Unidade Terapia Intensiva; Candida; Ambiente hospitalar.



ABSTRACT

The presence of yeasts of the genus Candida on surfaces in Intensive Care Units (ICUs)
represents a potential risk for hospital infections, especially in regions with little data on
environmental fungal contamination. This study aimed to quantify the fungal load, identify
Candida species, evaluate susceptibility to fluconazole, and validate conventional identification
with MALDI-TOF MS of isolates from inert surfaces in ICUs of three public hospitals in the
city of Manaus, Brazil. Environmental samples were collected between November 2024 and
January 2025, with isolation on Sabouraud agar, followed by morphological and biochemical
identification, minimum inhibitory concentration (MIC) test for fluconazole, and confirmation
by MALDI-TOF MS. Of the 117 samples, a total of 72 isolates with the highest fungal load
were obtained in Hospital C (25 isolates), followed by hospitals A (24) and B (23). The most
prevalent species were Candida parapsilosis and Candida glabrata, while Candida tropicalis
had the highest mean MIC (8.00 pug/mL), suggesting greater resistance to fluconazole. There
was 100% concordance between conventional identification and MALDI-TOF for the species
C. krusei, C. tropicalis, and C. glabrata, while isolates previously classified as non-albicans
were identified as C. parapsilosis by MALDI-TOF. These findings highlight the variability in
fungal burden and species profile among hospitals, the importance of monitoring antifungal
resistance, and the role of MALDI-TOF in the accurate identification of Candida in hospital

settings in the Amazon region.

Keywords: Yeasts; Intensive Care Unit; Candida; Hospital environment.
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1 INTRODUCAO

As infec¢Oes invasivas causadas por leveduras do género Candida (Langenbeck, 1839)
representam um desafio clinico relevante em unidades de terapia intensiva (UTI),
especialmente em regides com caracteristicas ambientais e epidemiologicas peculiares, como a
Amazonia. A alta prevaléncia dessas infeccbes estd relacionada a fatores como o uso
prolongado de dispositivos invasivos, antimicrobianos de amplo espectro e a condicao
imunologica dos pacientes internados (Deberaldini et al., 2021; Silva et al., 2021; Melo et al.,
2023).

Nos Estados Unidos da Ameérica, estima-se a ocorréncia de aproximadamente 2.800
casos anuais de candidemia, com taxa de mortalidade proxima de 40%. (Antunes et al., 2020).
No Brasil, a taxa de incidéncia € de 2,49 casos por 1.000 admiss@es hospitalares (Brasil, 2020).
No Estado do Amazonas, dados locais indicam incidéncia de 2,31 casos por 1.000 internacGes
e 0,61 casos por 1.000 pacientes/dia (Silva, 2018), evidenciando a relevancia regional do
problema.

Dentre os principais agentes causadores, estdo as espécies do género Candida: Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei e
Candida auris (Bassetti, 2019; Toda et al., 2019). A distribuicdo dessas espécies é ampla e
reflete a complexidade das interacfes entre o hospedeiro e microrganismos oportunistas.

Embora C. albicans seja 0 agente mais frequentemente associado a candidemia, observa-
se um aumento na prevaléncia de outras espécies patogénicas de Candida em infeccdes
sistémicas nosocomiais (Soares et al., 2019; Poissy et al., 2020; Cortes et al., 2020; Sano et al.,
2021; Thomaz et al., 2022; Hadano et al., 2022; Blanckeheim et al., 2022; Gunner et al., 2023;
Chen et al., 2023; Duarte et al., 2023).

Estudos identificaram a presenca de espécies como C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii em superficies hospitalares (Nascimento,
2011; Silva et al., 2012; Silveira, 2021). No estado do Amazonas as investigacdes ainda se
concentram em casos clinicos de candidemia, com escassez de dados sobre a presenga dessas
leveduras em ambientes hospitalares (Soares, 2013; Correa, 2014; Pereira, 2015; Siqueira,
2021).

A auséncia de monitoramento flngico ambiental nas UTI’s compromete a identificacao
precoce de agentes patogénicos e favorece a disseminacdo cruzada entre pacientes. A
compreensao da ecologia e da dindmica de transmissdo de espécies de Candida em ambientes

hospitalares é fundamental para implementar medidas eficazes de controle de infeccdo e
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promover a seguranca dos pacientes. Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo
investigar a presenga de leveduras do género Candida em superficies frequentemente
manipuladas de UTI’s de hospitais publicos de Manaus, identificando as espécies isoladas,

avaliando seus perfis de resisténcia a antifingicos e verificando a ocorréncia de Candida auris.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Candida

O primeiro relato da presenga de leveduras do género Candida em seres humanos foi
feito em 1839 por Bernhard von Langenbeck, ao observar e isolar microrganismos da cavidade
oral de um paciente com aftas (Elisei, 2009). Em 1846, Berg estudou detalhadamente o
microrganismo, estabelecendo sua relagdo com a candidiase oral. Alguns anos mais tarde, em
1853, Charles Robin denominou esse microrganismo de Oidium albicans, tendo sido
redenominado por Zopf, em 1890, de Monilia albicans (Pereira et al., 2015; Moura, 2023).

Posteriormente, em 1923, a micologista Christine Marie Berkhout descreveu o género
Candida em sua tese de doutorado na Universidade de Utrecht, nos Paises Baixos. Elisei (2009),
explica que este evento marcou o inicio da sistematica racional das leveduras
anascosporogenas. Nins (2023) descreve que essa levedura foi descrita no decorrer da historia
com namero superior a 111 diferentes denominacdes, as quais se encontram descritas no livro

The yeast, editado por Krieger van Rij em 1984.

Figura 1: Micromorfologia de Candida albicans sob célula epitelial humana durante um quadro infeccioso,
apresentando clamiddsporo, pseudohifas e blastoconidios

Pseudohifas

L " | Blastoconidios
Clamidosporo | e s SO0
23 72 — oK. :

TS AL,

Fonte: https://naturdata;cthespeC|e/Cand|da-albicans/12421/0/

Atualmente, o género Candida compreende cerca de 150 espécies, embora apenas
algumas sejam conhecidas por causar infecgdes em humanos. C. albicans por exemplo (figura

1), é a espécie patogénica mais significativa, mas outras, como C. auris, C. tropicalis, C.
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parapsilosis, C. dubliniensis e C. lusitaniae, também podem ser patogénicas (Pereira et al.,
2015; Moura, 2023).

Rocha et al. (2021) descreve que as leveduras deste género sdo classificadas
taxonomicamente no reino fungi na divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe
Blastomycetes e familia Cryptococcaceae. Estas apresentam uma estrutura celular tipica desse
grupo de organismos, caracterizada por uma parede celular composta por quitina e uma
membrana citoplasmatica formada por fosfolipidios, proteinas enzimaticas e ergosterol. Sob
condicdes favoraveis, como disponibilidade de nutrientes e temperatura adequada, essas
leveduras se multiplicam rapidamente por brotamento, formando blastoconidios (Schaefer et
al., 2022; Nins, 2023). Os microrganismos deste género fazem parte da microbiota normal das
mucosas do trato gastrointestinal e do sistema reprodutivo, estando presentes em
aproximadamente 50 a 70% das pessoas saudaveis (Nins, 2023). No entanto, eles podem se
tornar patogénicos em situacBes especificas, especialmente em individuos com o sistema
imunologico comprometido ou que estejam sob tratamento com antimicrobianos de amplo

espectro.

2.1.1 Epidemiologia

As infeccdes por espécies do género Candida sdo relatadas como a terceira causa das
septicemias no mundo (Pappas et al., 2019). No Brasil, este foi relatado como o sétimo agente
etiologico causador das infecges sistémicas, sendo C. albicans (34,3%) a espécie mais
prevalente dessas infec¢des, seguida pela C. parapsilosis (24,1 %), C. tropicalis (15,3 %) e C.
glabrata (10,2 %), com uma taxa de mortalidade de 72,2 % (Doi et al., 2019; Brasil, 2020).

A incidéncia da candidemia varia entre diferentes regides e populaces hospitalares,
sendo influenciada por fatores como idade, presenca de comorbidades e uso de dispositivos
invasivos (Ahmad; Alfouzan, 2021). Dados epidemioldgicos apontam que a taxa de infecgdo
pode chegar a 2,49 casos por 1.000 admissdes hospitalares, com uma mortalidade associada
que varia entre 40% e 60% (Brasil, 2020).

Brandt et al. (2022) cita que as espécies ndo-albicans tem sido cada vez mais
identificada, especialmente em pacientes submetidos a terapias antifungicas prolongadas,
sugerindo um possivel impacto na resisténcia antifungica. A distribuicdo das espécies de
Candida apresenta variacGes geograficas e epidemioldgicas.

Enquanto C. albicans continua sendo a espécie mais prevalente globalmente, C.
parapsilosis é frequentemente isolada em infecgdes neonatais, e C. glabrata tem sido observada

com maior frequéncia em idosos e pacientes imunossuprimidos (Elisei, 2009). No Brasil,
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estudos multicéntricos indicam que aproximadamente 65% das infec¢des fungicas invasivas
sdo causadas por espécies ndo-albicans, refletindo uma mudanca no perfil epidemioldgico da
candidemia ao longo dos anos (Paz et al., 2021; Contaldo et al., 2023).

Um dos estudo é o de Colombo et al. (2006), que realizou uma pesquisa em 11 centros
médicos do Brasil, no periodo de marco de 2003 a dezembro de 2004, detectaram um total de
712 casos de candidemia, para uma incidéncia global de 2,49 casos por 1.000 admissdes e 0,37
casos por 1.000 pacientes-dia. O sexo masculino compreendeu 56% dos pacientes, e a idade
média foi de 41 anos (variacdo de 0 a 96 anos). C. albicans foi a espécie mais comum (291;
41%), sequido de C. tropicalis (149; 21%) e C. parapsilosis (146; 21%), C. glabrata apareceu
em apenas 5% dos casos.

Outra pesquisa realizada por Marra et al. (2011), durante 2 anos e 8 meses, em 16
hospitais das Regides Norte, Nordeste, Centro Oeste, Sudeste e Sul, incluiu 2.688 pacientes,
totalizando 2.563 infeccOes. Das infeccOes diagnosticadas, 148 (6,1%) foram causadas por
fungos, e 137 (92,6%) eram isolados de Candida, as espécies ndo-albicans eram mais comuns
do que C. albicans, correspondendo a 65,7%.

A classificacdo dos principais isolados foram: C. albicans (34,3%), C. parapsilosis
(24,1%), C. tropicalis (15,3%), Candida spp. (10,9%), C. glabrata (10,2%), C. krusei (1,5%),
C. pelliculosa (1,5%), C. lusitaniae (0,7%), C. famata (0,7%), e C. guilliermondii (0,7%)
(Marra et al., 2011). No Brasil, as espécies mais comumente isoladas em pacientes pediatricos

e adultos sdo C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis (Oliveira et al., 2014).

2.1.2 Fisiopatogenia de Candida spp.

De Carmargo et al. (2024) explica que a fisiopatogenia dessas infec¢des envolve uma
complexa interacdo entre fatores de viruléncia do patdgeno e a resposta imune do hospedeiro,
resultando na colonizacdo, invasdo tecidual e disseminagdo hematogénica. Entre as espécies
mais frequentemente associadas a candidemia hospitalar estdo C.albicans, C.parapsilosis,
C.tropicalis, C.glabrata e C.krusei, cada uma apresentando caracteristicas distintas que
influenciam sua patogenicidade (Vannini et al., 2022; Phongkhun et al., 2023; Chastain et al.,
2023).

A C. albicans ¢ a espécie mais prevalente e considerada a mais virulenta do género. Seu
principal fator de viruléncia é a capacidade de transicdo fenotipica entre as formas
leveduriforme e filamentosa (hifas e pseudohifas), conferindo-lhe maior capacidade de invasao
tecidual e evasdo da resposta imune. Além disso, C. albicans expressa adesinas, como as

proteinas ALS (Agglutinin-like sequence), que facilitam a aderéncia a células epiteliais e
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endotélio vascular, e secreta enzimas hidroliticas, como proteases e fosfolipases, que degradam
barreiras teciduais e favorecem a invaséo (Vieira e Santos, 2016; Mendes et al., 2021).

Ja a C. parapsilosis possui menor capacidade de transicdo morfoldgica, mas se destaca
pela alta afinidade por superficies abiOticas, como cateteres e proteses médicas. Esse
comportamento é impulsionado por uma elevada producao de biofilme, que protege a levedura
da acgdo do sistema imune e dificulta a erradicacdo pelo tratamento antifangico (Daneshnia et
al., 2023; Branco et al., 2023).

C.tropicalis se destaca pela sua elevada capacidade de formacdo de pseudohifas e
biofilme. Sua viruléncia é reforcada por sua resisténcia ao estresse oxidativo, permitindo que
sobreviva em ambientes inflamatorios ricos em radicais livres, como a corrente sanguinea de
pacientes imunocomprometidos (Wang et al., 2021; Lima et al., 2022).

C. glabrata difere das demais espécies patogénicas por sua menor capacidade de
transicdo morfologica, mantendo-se predominantemente na forma leveduriformes, no entanto,
seu principal fator de viruléncia é a notavel resisténcia a antifungicos, especialmente aos azois,
o0 que frequentemente complica o tratamento. Sua resisténcia ao estresse oxidativo e habilidade
de sobreviver dentro de macréfagos fazem dela uma espécie altamente adaptada a persisténcia
no hospedeiro, sendo frequentemente isolada de pacientes submetidos a terapias antifingicas
prolongadas (Hassan et al., 2021; Sachivkina et al., 2021).

C.krusei apresenta capacidade moderada de formacdo de biofilme e resisténcia a
estresses ambientais, tornando-se um desafio terapéutico em infec¢cdes nosocomiais. Além
disso, essa espécie tem sido associada a pacientes com cancer hematol6gico e imunossupressao
prolongada, sugerindo um nicho especifico de infeccdo (Jamiu et al., 2021; Fritsch et al., 2021).

Por ultimo, C. auris, esta se adere facilmente a pele e pode permanecer viavel no
ambiente hospitalar por longos periodos. Sua adeséo a cateteres e outros dispositivos invasivos
facilita sua entrada na corrente sanguinea, levando a candidemia (Chowdary etal., 2023; Lyman
et al., 2023). Sanyaolo et al. (2022) descreve que o fungo resiste a fagocitose por macréfagos

e pode modular a resposta inflamatéria do hospedeiro, reduzindo sua deteccao e eliminacao.

2.1.3 Caracteristicas fenotipicas

Chandra et al. (2015) descreve que as coldnias de Candida spp. apresentam crescimento
rapido, geralmente em 24 a 48 horas, quando incubadas a 35-37°C em meios como agar
Sabouraud dextrose. As coldnias costumam ser cremosas, lisas e brilhantes, com varia¢des na
textura e na pigmentacdo dependendo da espécie e do meio de cultura. Em meios cromogénicos,

como o CHROMagar Candida, diferentes espécies exibem coloragdes distintas devido a
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metabolizacdo diferencial de substratos especificos, sendo um meétodo rapido para triagem
(figura 2).

Figura 2: Aspectos macromorfoldgicos das col6nias de Candida spp. (A) cultura em &gar sabouraud
dextrose: C.tropicalis e (B) CHROmagar Candida: C.tropicalis

Fonte: Autor, 2025

As caracteristicas micromorfoldgicas das espécies de Candida incluem a presenca de
ceélulas leveduriformes ovais ou esféricas, com reproducdo assexuada por gemulagdo. Algumas
espécies, como C.albicans e C.dubliniensis, apresentam a capacidade de formar pseudohifas,
enquanto outras, como C.glabrata, se desenvolvem predominantemente na forma de células
isoladas, sem formacédo de hifas (De Almeida et al., 2012; Brito et al., 2015; Oliveira et al.,
2016).

No microcultivo em &agar fuba, as espécies do género Candida apresentam
caracteristicas morfol6gicas importantes para sua diferenciacdo, sendo a C. albicans a mais
distintiva, por formar clamiddsporos, estruturas arredondadas e espessas geralmente dispostas
isoladamente ou em pares interligados, além de pseudohifas, conforme figura 3 (Andrioli et
al., 2009; Lima et a.,2023). Rodriguez et al. (2013) descreve que outras espécies, como C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, também formam pseudohifas e hifas, mas ndo produzem
clamidosporos, o que auxilia na sua identificacdo. Outras como a C.glabrata ndo apresentam
filamentos, somente blastoconidios.

Do ponto de vista bioquimico as espécies do género Candida apresentam perfis distintos
de assimilacdo e fermentacdo de carboidratos, além de varia¢cdes na produgdo de enzimas

extracelulares. O teste de assimilacdo de acucares, permite a diferenciacao entre espécies com
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base na capacidade de metabolizar diferentes substratos (Anila et al., 2011; Lourencetti et al.,
2018).

Figura 3: Microcultivo de C. albicans em gar fub4, evidenciando estruturas miceliais tipicas da espécie ap6s 48
horas de incubagdo. Observam-se pseudohifas e clamiddsporos esféricos, alguns dispostos em pares interligados,
caracteristica morfoldgica distintiva dessa espécie

.

A termotolerancia e a capacidade de crescimento em diferentes condi¢fes ambientais
também sdo caracteristicas fenotipicas relevantes. Enquanto a maioria das espécies cresce entre
25 e 37°C, algumas, como C. auris, podem tolerar temperaturas mais elevadas, contribuindo
para sua persisténcia em ambientes hospitalares (Rhoder; Fisher, 2019; Rutala et al., 2019).

2.2 Candidemia
Candidemia é uma infeccdo flngica que acomete a corrente sanguinea e afeta pacientes
imunodeprimidos e imunossuprimidos (Macarty et al., 2021). Os fatores de riscos incluem, a

presenca de cateteres venosos centrais, nutricdo parenteral, uso de antimicrobianos de amplo
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espectro, cirurgias prévias e contaminacgao cruzada, a exemplo das maos dos profissionais de
salde (Bonato et al., 2022).

Quantos aos mecanismos de acédo (figura 4), estes incluem o uso cateteres venosos
centrais, que sao associados ao desenvolvimento de biofilmes ao redor do acesso, médos de
profissionais de satde, que podem ser colonizadas o que influencia a transmissdo nosocomial
e a infeccdo via mucosa gastrointestinal, que é a via mais comum deste tipo de infeccao, isto
porque, pacientes em nutricdo parenteral total, em particular uso de emuls@es lipidicas tém
descricdo de formacdo de biofilme com fungos e infeccdo de corrente sanguinea (Medeiros,
2019; Neto, 2021; Da Rocha et al., 2021).

Figura 4: Mecanismo de colonizacéo de Candida spp. na corrente sanguinea (A) infeccéo via mucosa
gastrointestinal; (B) colonizagdo epitelial; (C) disseminacgdo na corrente sanguinea.
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Fonte: https://www.nature.com/articles/nrdp201826/figures/1

Basseti et al. (2019) cita que este é um género de fungos que normalmente habita a pele,
a boca, trato gastrointestinal e a vagina em pequenas quantidades sem causar problemas,
todavia, estes microrganismos, quando em ambientes susceptiveis a sua proliferacdo
desordenada ocasionam infeccdes sistémicas no ser humano.

Sobre a infecgdo sistémica, Bonato et al. (2022) explicam que em determinadas
circunstancias, como a imunidade comprometida, esses fungos podem se multiplicar de maneira
excessiva e levar a infeccdes, incluindo aquelas que afetam a corrente sanguinea, conhecidas

como candidemia.
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Macarty et al. (2021) descreve que este processo ocorre quando as leveduras de Candida
entram na circulacdo sanguinea e se disseminam por todo o corpo e isso pode acontecer em
individuos com sistema imunolégico enfraquecido, pacientes com cancer, transplantados, em
tratamento com corticosteroides, ou aqueles com doengas cronicas graves, como a AIDS.

Além disso, procedimentos invasivos, cateteres intravenosos, antimicrobianos de amplo
espectro e internacdes hospitalares prolongadas também aumentam o risco de o paciente
internado vir a desenvolver uma candidemia (Marcgon, 2023).

Como resultado de suas pesquisas, Rocha (2019) descreve que diversas cepas de
Aspergillus e Candida figuram entre os principais agentes etiolégicos comumente identificados,
0 autor supracitado ainda afirma que Candida spp., em particular, é responsavel por uma
proporcao significativa, chegando a estar relacionada em até 78% das infecgdes fungicas. Desta
forma, é notadvel que este microrganismo se destague como 0 sexto patdgeno mais
frequentemente isolado em infec¢des adquiridas em ambientes hospitalares e ocupa a quarta
posicao entre as principais causas de sepse, de acordo com Rocha, 2019.

Thompson et al. (2021) explicam que a frequéncia de infecgdes por espécies de Candida
tem aumentado nas ultimas décadas, tornando a candidemia uma infeccdo presente nos
hospitais, principalmente em UT1’s. Nos Estados unidos, por exemplo, a taxa de fungemia entre
1980 e 1990 aumentou em torno de quatro vezes, cerca de 10% de todas as infeccdes sanguineas
foram relacionadas a Candida sp. (Siqueira, 2021).

Quanto a sua patogenia, Da Silveira (2021) descreve que a transformacéo da levedura,
de comensal a importante agente de infeccbes, ocorre em ambiente hospitalar e resulta do
préprio progresso da medicina, como por exemplo, o grande niamero de procedimentos
invasivos, uso intensivo de antimicrobianos sem prescricdo médica e a capacidade de sustentar
a vida de pessoas muito debilitadas e susceptiveis a microrganismos oportunistas.

Ribeiro et al. (2019) cita que a razdo para emergéncia de espécies ndo-albicans ndo esta
ainda completamente elucidada, mas algumas condi¢des médicas podem produzir impacto no
risco de desenvolvimento de candidemia por essas espéecies. Os autores ainda afirmam que, o
complexo C. parapsilosis é responsavel por candidemias a partir do uso de cateteres e nutri¢do
parenteral, ja C. tropicalis esta mais associada a neoplasias e neutropenias, e C. krusei e C.
glabrata estdo mais associadas a candidemias de correntes de prévia exposi¢do a azolicos
(Ribeiro et al., 2019).
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2.2.1 Distribuicao dos agentes causadores de candidemia em superficies de UTI’s

Um estudo realizado por Fernando et al. (2013) teve como objetivo, verificar se existia
contaminacdo por fungos antes e apds limpeza e desinfeccao terminal de colchdes hospitalares
utilizados por portadores de candidemia. A pesquisa investigou 25 colchfes de diferentes
unidades hospitalares que eram utilizados por pacientes com candidemia, confirmados por
hemocultura. Os resultados mostraram que 15 (60%) colchdes estavam contaminados por
Candida spp.

Desse total, 10 (66,7%) e cinco (33,3%) corresponderam respectivamente a coleta antes
e apos a desinfeccdo dos colchdes, sendo que a espécie mais frequentemente isolada foi C.
parapsilosis. Ao fim, os autores concluiram que, a metade dos colchdes permaneceram
contaminados apds o processo de limpeza e desinfec¢do, e que isso, poderia inferir sobre o risco
destes atuarem como reservatorios secundarios na cadeia de infecgdo por este fungo (Fernando
etal., 2013).

Neste ambito, a contaminacdo de superficies de UTIs representa um desafio
significativo na prevencdo de infeccbes hospitalares, uma vez que, estudos cientificos
revelaram a presenca de diversas espécies de Candida no ambiente hospitalar. Onishi et al.
(2022) descreve que a transmissdo desses microrganismos pode ocorrer por meio de contato
direto com pacientes ou por meio de objetos contaminados, aumentando o risco de infeccdes
fungicas em pacientes internados. Quanto & disseminacdo de espécies de Candida em UTIs,
estudos cientificos tém documentado consistentemente a presenca e disseminagdo em
superficies destas em hospitais.

Assim, foi elaborado o (quadro 1) que descreve os estudos que identificaram espécies

de Candida em superficies inanimadas nas Unidades de Terapia Intensiva.
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Quadro 1: Estudos que identificaram espécies de Candida em superficies inanimadas nas Unidades de Terapia

Intensiva
Autor Superficies inanimadas Espécies isoladas
] Superficies de redes de suprimento de oxigénio Candida albicans,; Candida
Araujo et al., 2015 o
medicinal parapsilosis
Calumby et al., 2022 Filtros de condicionadores de ar C.tropicalis, C.parapsilosis
) ) ) C. krusei; C.glabrata;

Corcione et al., 2022 Zonas equipadas com maquinas

C.parapsilosis

o Bombas de infusdo, mesas de paciente,
Prigitano ef al., 2022 ) C. parapsilosis, C. glabrata
computadores, pisos

C. auris, C. albicans, C.
) ) Cortinas hospitalares, superficies plasticas e
Smith; Miller, 2024 ) glabrata, C. krusei, C.
metalicas
tropicalis

C. auris, outras espécies de

Cadnumet al., 2019 Pias, pisos, superficies de alto contato Candida

Fonte: Autor, 2025

Nesta perspectiva, observa-se que os modos de contaminacdo no ambiente podem
ocorrer de diversas maneiras, desde um contaminante interno como o estudo de Calumby et al.
(2022) até um contaminante externo como a rede de suprimento de oxigénio (Aradjo et al.,
2015). Dessa forma, tais evidéncias cientificas destacam a importancia de entender os padrdes
de disseminacéo das espécies de Candida nas UTI’s, bem como os fatores de risco associados

a sua colonizacao e infeccao.

2.2.2 Contaminacdo em maos de profissionais

Silva et al. (2021) analisaram em suas pesquisas, a frequéncia de C. parapsilosis nas
maos de trabalhadores e em superficies da unidade de terapia intensiva adulto de um hospital
terciario do Parana-Brasil. Os resultados mostraram a presenca de 223 leveduras, das quais 101
(45,29%) foram identificadas como C. parapsilosis. Destes, 46,66% foram encontradas em
superficies e 44,59% nas maos dos funcionarios.

Tavares et al. (2021), analisou a prevaléncia de microrganismos responsaveis por
infeccdes relacionadas ao atendimento em salde através de objetos de uso pessoal, como as
mé&os O microrganismo mais prevalente nos profissionais foi Candida spp. em 54,6% (1C 47,2%
- 62,1%) das amostras. Ha correlacdo de contaminagdo cruzada entre maos e celulares em

54,5%. As maos, portanto, apresentam alto percentual de contaminagdo, e, ainda que a


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/intensive-care-unit
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prevaléncia dos outros seja menor, as maos podem ser apontadas como o principal meio de
contaminagdo cruzada em ambiente hospitalar.

Isto porque, as maos entram em contato com os objetos e superficie analisados, como o
celular, podendo haver contaminacdo ou disseminacdo através delas. A higienizacdo adequada
e frequente das maos é capaz de reduzir a carga microbiana nas superficies, consequentemente
diminuindo o potencial de transmissdo de patdgenos (Tavares et al., 2021; Castro et al., 2017).

Um estudo realizado por Castro et al. (2017), descreveu a ocorréncia de espécies do
complexo C. parapsilosis em amostras bioldgicas de pacientes e profissionais de hospitais do
Natal/RN. Nas culturas das maos, observou-se crescimento do género Candida em 24 das 196
amostras de maos semeadas, dessas 10 (5%) eram C. albicans, 9 (4%) do complexo C.
parapsilosis, 3 (2%) C. tropicalis e 2 (1%) C. glabrata.

Assim, € notavel que diferentes motivos podem estar associados a estes achados, como
0 numero de profissionais de saude por paciente, qualificacdo dos profissionais, reutilizacdo de
material descartavel, utilizacdo de sistema aberto de infusdo venosa, ndo lavagem das maos de
profissionais apds terminarem os procedimentos ou a manipular pacientes, infringindo as

praticas tidas como padrdo de controle de infecgdo hospitalar.

2.2.3 Manejo clinico com medicamentos antifingicos

Quanto ao tratamento, este envolve a administracdo de antifingicos, sendo 0s mais
comuns o Fluconazol, Itraconazol e Anfotericina B (Castilho et al., 2019). O fluconazol e o
Itraconazol, atuam inibindo a sintese de ergosterol, um componente importante das membranas
celulares dos fungos, no caso da anfotericina B, esta interage com o ergosterol, que constitui o
principal esterol da membrana plasmatica fungica, alterando a permeabilidade seletiva desta
por originar poros permeaveis a saida de agua, e de pequenas moléculas essenciais a
sobrevivéncia do microrganismo (Castilho et al., 2019; Souza et al., 2020; Valares, 2023;).

Macalupt (2018) explica que algumas espécies de Candida tém desenvolvido
resisténcia aos antifungicos, o que torna o tratamento mais desafiador, por exemplo, o
Itraconazol, é um triazol eficaz contra uma ampla variedade de fungos, incluindo algumas
espécies de Candida. No entanto, C.albicans tem demonstrado uma capacidade limitada de
desenvolver resisténcia ao itraconazol, principalmente devido a alteragdes na expressdo de
proteinas alvo, ja a C. glabrata é conhecida por sua resisténcia intrinseca aos azois, incluindo
o itraconazol, devido a mutacGes em genes especificos que afetam a biossintese de ergosterol,

tornando-o menos eficaz contra essa espéecie (Pais, 2019; Sagbay et al., 2024).
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Além disso, surgiu a C. auris que é uma espéecie emergente que tem mostrado resisténcia
a multiplos antifungicos, incluindo azolicos (Pais, 2019). Dessa forma, devido ao aumento no
namero de casos resistentes ao fluconazol nos Gltimos anos, as equinocandinas se tornaram a
primeira escolha para o tratamento de candidiase invasiva em pacientes graves e em
neutropénicos (Ramalho et al., 2022). Logo, ap0s o tratamento com o antifungico, é necessario
observar a estabilizacdo do quadro clinico, comprovacdo de sensibilidade a azois e a

negativacdo da hemocultura (Sakata et al., 2022).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral
= Auvaliar a presenca de leveduras do género Candida, em diferentes superficies das

Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) em hospitais na Cidade de Manaus.

3.2 Especificos

= Quantificar a Unidade Formadora de Col6nia (UFC) de leveduras em torneiras de uso
comum dos profissionais de salde, sanitarios e colchdo de uso dos pacientes e bancadas
de preparo de medicamentos das UTIs estudadas;

= Caracterizar, ao nivel de espécie, os isolados de Candida por meio de métodos
convencionais (Meio Cromogénico, Microcultivo e Auxanograma);

= Avaliar a sensibilidade dos isolados de Candida ao antifingico Fluconazol;

= |dentificar os isolados clinicos do género Candida por meio da Espectrometria de

Massas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Modelo de estudo

O presente trabalho possui carater descritivo e experimental realizado com
metodologias padronizadas para o isolamento, identificacdo taxondmica e avaliagdo da
sensibilidade aos antifingicos de isolados de leveduras do género Candida obtidas a partir de
superficies hospitalares de trés Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s) de Hospitais publicos
localizados na cidade de Manaus, Amazonas. A sequéncia de analise foi realizada

cronologicamente de acordo com o (figura 5).

Figura 5- Fluxograma representativo das etapas metodoldgicas realizadas no presente estudo para isolamento,
identificacdo e avaliagdo da sensibilidade de isolados de Candida spp. provenientes de superficies de UTI’s de
hospitais publicos de Manaus
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Fonte: Autor, 2025
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4.2 Local de Estudo

Durante o periodo de Novembro/2024 a Janeiro de 2025, foram coletadas amostras de
superficies em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) de trés unidades hospitalares publicas de
salide em Manaus (Adulto, Pediatrica e Neonatal). As amostras foram obtidas em colaboracéo
com a Comissdo Estadual de Prevencdo e Controle de Infeccdo em Servigos de Saude da
Fundacéo de Vigilancia em Saude do Amazonas — Dra. Rosemary Costa Pinto (FVS-RCP), sob
coordenacdo da servidora Evelyn Campelo, e com o apoio da Dra. Miharu Matos, Chefe da

Unidade de Gestdo da Pesquisa da Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (EBSERH).

4.3 Cepas padrao
No presente estudo foram utilizadas cepas de referéncia para os ensaios moleculares e

analiticos da presente pesquisa (quadro 2).

Quadro 2: Cepas de referéncias depositadas nas cole¢Bes de interesse médico do INPA

Espécies Linhagem
Candida albicans ATCC 60193
Candida albicans ATCC 36323

Candida krusei ATCC 34135
Candida tropicalis ATCC 13803
Candida glabrata ATCC 2001

Candida parapsilosis ATCC 22019

Fonte: Autor, 2025

4.4 Procedimentos de Coleta

A coleta de amostras foi realizada em trés Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) na
Cidade de Manaus-Amazonas, abrangendo superficies potencialmente contaminadas. Esta
etapa foi conduzida em triplicata para cada ponto de coleta, conforme recomendado por Paix&o
e Sidrim (1999). Para cada UTI, foram obtidas trés amostras de cada uma das seguintes
superficies: torneiras de uso comum pelos profissionais de saude, botbes de descarga dos
sanitarios utilizados pelos profissionais, colchdes hospitalares (n = 10) e bancadas de preparo
de medicamentos, totalizando 39 amostras por unidade. Dessa forma, o estudo reuniu um total
de 117 amostras das trés UTIs, com o objetivo de isolar entre 30 e 70 coldnias
morfologicamente compativeis com leveduras do género Candida spp.

A coleta inicial das superficies nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) foi realizada

uma hora ap6s a limpeza de rotina hospitalar, utilizando swabs estéreis (Neolab) previamente



28

umedecidos com soluc¢éo salina a 0,85%. Os swabs foram aplicados durante 30 segundos sobre
areas previamente delimitadas de 10 cm? em superficies criticas, com o objetivo de determinar
a contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (CFU) de leveduras aerobicas.

Apos a coleta, estes swabs foram transferidos para tubos de transporte de amostras e
encaminhados ao Laboratorio de Micologia do INPA, onde foram imediatamente semeados em
placas contendo meio de cultura Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (100 mg/L) e
incubadas a 35 °C por 48 horas.

Apbs o cultivo primario em Agar Sabouraud, todas as col6nias com morfologia
macroscopica e micromorfologicas caracteristica de leveduras foram avaliadas. Para fins de
purificacdo e analise subsequente, os isolados foram selecionados segundo dois critérios
principais: (i) presenca de diferentes morfotipos de col6nias (variagbes em forma, textura,
elevacdo e coloracdo), visando capturar a diversidade fangica presente nas amostras; e (ii)
quando mais de dez coldnias com morfologia semelhante estavam presentes em uma mesma
placa, selecionou-se ao menos uma coldnia para cada grupo de dez, de forma aleatoria, a fim

de minimizar a subestimacéo da diversidade microbiana.

4.5 ldentificagdo Convencional ao nivel de espécie
A identificacdo convencional das leveduras foi realizada por meio de trés metodologias
principais: avaliagdo micromorfolégica em agar fuba, crescimento em meio cromogénico

CHROMagar™ Candida e teste de assimilacdo de aglcares por auxanograma.

4.5.1 Microcultivo em Agar Fuba

O meio de cultura agar fubéa foi preparado conforme a metodologia descrita por Sidrim;
Rocha (2004), utilizando 500 mL de &4gua destilada, 20 g de fuba, 10 g de 4gar e 5 mL de Tween
80, este ultimo com a finalidade de induzir a formacdo de clamiddsporos. A mistura foi
aquecida em forno de microondas por aproximadamente 10 minutos até a completa dissolucao
do &gar, e em seguida filtrada com gaze estéril.

O meio foi entdo esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos, garantindo sua
esterilizacdo. Apoés o resfriamento, o meio foi vertido em placas de Petri, onde trés isolados
distintos foram inoculados por placa. Pequenas laminulas foram colocadas sobre os pontos de
inoculacdo, permitindo o desenvolvimento da estrutura micromorfoldgica para posterior

analise, conforme apresentado na (figura 6).
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Figura 6: Montagem para analise microscopica do microcultivo. Microscdpio equipado com objetiva de 40x, sob
a qual esté posicionada uma placa de Petri contendo meio solido de agar fuba. Sobre o meio, encontram-se
I[&minas com amostras a serem observadas

Fonte: Autor, 2025

Os isolados foram incubados a temperatura ambiente por 24 a 72 horas. Apo6s 0
crescimento, as laminas foram analisadas em microscopio optico (aumento de 40x) para
avaliacdo da micromorfologia, observando-se estruturas tipicas como blastoconidios,

pseudohifas, pseudomicélio, células ovais e clamiddsporos (quadro 3).

Quadro 3: Caracteristicas micromorfoldgicas de espécies de Candida em agar fuba

Caracteristicas morfologicas de Candida spp. em agar fuba
Espécie Estrutura
Blastoconidios em cachos, pseudohifas e
C.albicans )
clamiddsporo
C.tropicalis Blastoconidio em cadeia simples ou ramificada
Blastoconidios alongados e agrupados nas
C.krusei ) o
constri¢gdes do pseudomicélio
Pseudohifas curvas e finas, células gigantes e
C.parapsilosis )
“colonias de aranha”
C.glabrata Pequenos blastoconidios

Fonte: Centers for disease control and prevention, 2025



30

4.5.2 Identificacdo por CHROMagar Candida

Inicialmente, foram pesados 47,7 g do p6 do meio CHROMagar Candida, os quais
foram dissolvidos em 1 litro de agua destilada. A suspensédo foi homogeneizada e aquecida em
uma chapa aquecedora sob agitacdo constante até atingir o ponto de fervura por
aproximadamente 1 minuto, assegurando a completa solubilizacdo dos componentes. A
autoclavagem foi evitada, uma vez que o meio é termossensivel e pode perder suas propriedades
cromogénicas quando exposto a altas temperaturas e pressoes.

Ap0s o preparo, o meio foi vertido em placas de Petri sob condicdes assépticas e deixado
solidificar a temperatura ambiente. As placas foram armazenadas sob refrigeragdo (entre 2 °C
¢ 8 °C) e protegidas da luz com papel aluminio, a fim de preservar a estabilidade dos cromoéforos
presentes no meio. Posteriormente, os isolados foram inoculados nas placas preparadas e
incubados a 20 °C por 48 horas. Ao final da incubacdo, as culturas foram avaliadas quanto a
morfologia das col6nias e a coloracdo apresentada, caracteristicas que foram comparadas aos
padrdes cromogénicos estabelecidos (quadro 4) para auxiliar na identificacdo presuntiva das

espécies de Candida.

Quadro 4: Aspectos morfoldgicos e cromaticos de colénias de Candida spp. cultivadas em meio CHROmagar

Aspectos de cor e morfologia das colonias e Chromagar Candida
Espécies Caracteristicas da colonia e pigmento
C.albicans Aspecto liso/verde claro
C.krusei Rugosa e borda indefinida/rosa claro
C.tropicalis Lisa/azul escuro
C.glabrata Lisa/lilas
C.parapsilosis Lisa/rosa

Fonte: Difco, 2021

4.5.3 Auxanograma: Assimilacao de agucares

A assimilacdo de distintas fontes de carbono foi realizada por meio da técnica de
auxanograma, conforme preconizado por Lacaz (2002). Para tal, procedeu-se inicialmente, a
preparacdo do meio denominado Meio C, cuja composicdo € a seguinte: 5 g de sulfato de
amonio, 1 g de fosfato monobasico de potassio, 0,5 g de sulfato de magnésio, 20 g de &gar e
1000 ml de agua destilada.

A mistura foi submetida ao aquecimento em forno de microondas até completa

dissolucdo do agar, e, em seguida, autoclavada por um periodo de 15 minutos a 121 °C.
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Posteriormente, o indculo fangico foi preparado utilizando uma alc¢a calibrada de 5 pL,
com a qual se transferiu material repicado de 24 horas, para 3 mL de solucdo salina estéril
(0,85%). A suspensdo foi homogeneizada em agitador tipo vértex, transferida para tubo tipo
Falcon de 20 mL sendo novamente homogeneizada para garantir a uniformidade celular. A
seguir, a suspensao foi vertida sobre a superficie de placas de Petri contendo o Meio C,
aguardando-se sua completa absorcéo e solidificacéo.

Em sequéncia, aliquotas de diferentes carboidratos (glicose, maltose, galactose, xilose
e Rafinose), foram cuidadosamente depositadas sobre a superficie do meio, com o auxilio de
uma espatula estéril. As placas foram entdo devidamente fechadas e mantidas em incubacéo a
temperatura ambiente por um periodo de 72 horas.

Apbs o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura dos resultados, observando-se a
formacdo de halos claros ao redor das aliquotas de carboidratos, o que indicava a assimilacéo
das respectivas fontes de carbono pelos isolados analisados. A leitura das placas foi realizada

quanto ao perfil de assimilacdo obtido comparado ao das cepas padréo (quadro 5).

Quadro 5: Perfil de assimila¢&o de carboidratos por Candida spp.

Espécie Glicose Maltose Galactose Xilose Rafinose
C.albicans + + + + T
C.tropicalis + + + + T
C.glabrata + - + - -
C.krusei + - - - R
C.parapsilosis + + - T T

Fonte: Lacaz, 2022

4.6 Sensibilidade CIM dos isolados do género Candida frente ao Fluconazol

Os ensaios para a determinacdo das Concentracfes Inibitorias Minimas (CIM) dos
isolados do género Candida foram realizados seguindo o metodo de microdiluicdo em caldo,
conforme as mais recentes diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2017).

Para isso, foram utilizadas microplacas de 96 pocos, nas quais foram adicionados 100
UL do antifungico fluconazol e diluido em caldo RPMI-1640. As concentra¢Ges das substancias
foram ajustadas para abranger uma faixa que vai de 0,125 — 64 pg/mL para Fluconazol,
conforme recomendado para avaliacdo da sensibilidade de leveduras isoladas de ambientes

hospitalares.
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Em seguida, foram adicionados 100 puL de um indculo padronizado contendo 2,5x103
células/mL para leveduras aerdbicas. As microplacas foram entdo incubadas a 35 °C por 24
horas. A CIM foi definida como a menor concentracdo do antifingico capaz de inibir
completamente (100%) o crescimento flngico, em comparacdo com 0s controles de

crescimento e esterilidade.

4.7 ldentificacdo por Espectrometria de Massas: MALDI-TOF

Os isolados de Candida spp. que apresentaram Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
igual ou superior a 8 pg/mL foram submetidos a identificacdo por espectrometria de massa
utilizando a técnica de ionizacdo por dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS).
Esta técnica é amplamente empregada na microbiologia clinica devido a sua elevada precisdo,
rapidez e reprodutibilidade (Karas; Hillenkamp, 1988; Tanaka, 1987).

A identificacao de espécies do género Candida por MALDI-TOF foi realizada conforme
0s protocolos padronizados para microrganismos. Este foi preparado da seguinte forma: O
preparo da amostra consistiu na transferéncia de uma pequena quantidade de coldnia,
previamente isolada em placa de Petri por estrias de esgotamento. Com o auxilio de um palito
de madeira estéril, a amostra foi inserida em um spot na placa-alvo do equipamento. Em
seguida, aplicou-se 1 pL da matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicindmico) sobre a amostra.

Apo0s a secagem a temperatura ambiente, o spot foi submetido a leitura no espectrometro

de massas, que gerou um espectro proteico caracteristico para comparacdao com a base de dados

do equipamento, permitindo assim a identificacdo da espécie de levedura analisada.

4.8 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata independente, e os resultados das
quantificacbes de carga fungica foram expressos como média + desvio padrdo (n=3).
Inicialmente, a normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Como a
maioria das varidveis apresentou distribuicdo ndo normal (p < 0,05), optou-se pela aplicacédo de

testes estatisticos ndo paramétricos para as analises subsequentes.

5 ANALISE DOS RESULTADOS
Os resultados e discussdo do presente trabalho estdo apresentados em formato de artigo,

o0 qual seré submetido a revista Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.
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RESUMO
A presenca de leveduras do género Candida em superficies de Unidades de Terapia Intensiva
(UTT’s) representa um risco potencial para infecgcdes hospitalares, especialmente em regides

com poucos dados sobre contaminacdo fungica ambiental. Este estudo teve como objetivo
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quantificar a carga fungica, identificar as espécies de Candida, avaliar a susceptibilidade ao
fluconazol e validar a identificagdo convencional com MALDI-TOF MS dos isolados
provenientes de superficies inertes em UTIs de trés hospitais publicos da Cidade de Manaus,
Brasil. As amostras ambientais foram coletadas entre novembro de 2024 e janeiro de 2025, com
isolamento em agar sabouraud, seguido por identificacdo morfoldgica, bioquimica, teste de
concentracao inibitoria minima (CIM) para fluconazol e confirmacdo por MALDI-TOF MS.
Das 117 amostras foram obtidos um total de 70 isolados com maior carga fingica no Hospital
C (24 isolados), seguido pelos hospitais A (23) e B (23). As espécies mais prevalentes foram
Candida parapsilosis e Candida. glabrata, enquanto Candida tropicalis apresentou a maior
CIM média (8,00 pg/mL), sugerindo maior resisténcia ao fluconazol. Houve 100% de
concordancia entre identificacdo convencional e MALDI-TOF para as espécies C. krusei, C.
tropicalis e C. glabrata, enquanto os isolados previamente classificados como ndo-albicans
foram identificados como C. parapsilosis por MALDI-TOF. Esses achados destacam a
variabilidade na carga fungica e no perfil de espécies entre 0s hospitais, a importancia do
monitoramento da resisténcia antifungica e o papel do MALDI-TOF na identificagdo precisa

de Candida em ambientes hospitalares da regido Amazonica.

Palavras-chave: Leveduras; Unidade Terapia Intensiva; Candida; Ambiente hospitalar.

INTRODUCAO

As infecgOes invasivas causadas por leveduras do género Candida (Langenbeck, 1839),
representam um desafio clinico em unidades de terapia intensiva (UTI), especialmente em
regides com caracteristicas ambientais e epidemioldgicas peculiares, como a Amazdnia. A alta
prevaléncia dessas infecgdes esta relacionada a fatores como o uso prolongado de dispositivos
invasivos, antimicrobianos de amplo espectro e a condi¢do imunoldgica dos pacientes
internados (Deberaldini et al., 2021; Silva et al., 2021; Melo et al., 2023).

Dados dos Estados Unidos da América (EUA) estimam a ocorréncia de
aproximadamente 2.800 casos anuais de candidemia, com mortalidade em torno de 40%
(Antunes et al., 2020). No Brasil, a taxa de incidéncia é de 2,49 casos por 1.000 admissdes
hospitalares (Brasil, 2020). No Estado do Amazonas, dados locais indicam incidéncia de 2,31
casos por 1.000 internagdes e 0,61 casos por 1.000 pacientes/dia (Silva, 2018), evidenciando a

relevancia regional do problema.



40

Dentre os principais agentes causadores, estdo as espécies do género Candida: Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei e
Candida auris (Bassetti, 2019; Toda et al., 2019). Quanto a sua distribuicdo, esta é ampla e
reflete a complexidade das interacGes entre 0 hospedeiro e esses microrganismos oportunistas,
a exemplo de C. albicans, que embora seja 0 patdgeno mais comum associado a candidemia,
esta sendo desafiado por outras espécies de patogénicas de Candida em infecgdes sistémicas
hospitalares (Soares et al., 2019; Poissy et al., 2020; Cortes et al., 2020; Sano et al., 2021;
Thomaz et al., 2022; Hadano et al., 2022; Blanckeheim et al., 2022; Gunner et al., 2023; Chen
etal., 2023; Duarte et al., 2023).

Embora estudos anteriores tenham amplamente investigado a presenca de Candida em
superficies hospitalares identificando espécies como: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii, (Nascimento, 2011; Silva et al., 2012; Silveira,
2021), no Estado do Amazonas, os trabalhos existentes limitam-se a analise de casos clinicos
de fungemia, sem abordar a presenca dessas leveduras em superficies ambientais hospitalares
(Soares, 2013; Correa, 2014; Pereira, 2015; Siqueira, 2021).

A auséncia de monitoramento fangico ambiental nas UTI’s compromete a identificacao
precoce de agentes patogénicos e favorece a disseminacdo cruzada entre pacientes. A
compreensao da ecologia e da dindmica de transmissao de espécies de Candida em ambientes
hospitalares. Uma vez que, 0 monitoramento e a compreensdo da dindmica de transmissao das
espécies de Candida e fundamental para implementar medidas eficazes de controle de infeccéo
e promover a seguranca dos pacientes.

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo investigar a presenca de
leveduras do género Candida em superficies frequentemente manipuladas de UT1’s de hospitais
publicos de Manaus, identificando as espécies isoladas, avaliando seus perfis de resisténcia a

antifungicos e verificando a ocorréncia de Candida auris.

MATERIAL E METODOS
Modelo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo, exploratorio e experimental, conduzido com o objetivo
de isolar, identificar taxonomicamente e avaliar a sensibilidade antifungica de leveduras do
género Candida obtidas a partir de superficies inanimadas localizadas em Unidades de Terapia

Intensiva (UTIs) de hospitais publicos da cidade de Manaus, Amazonas.
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Local de Estudo

Durante o periodo de Novembro/2024 a Janeiro de 2025, foram coletadas amostras de
superficies em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) de trés unidades hospitalares publicas de
salde em Manaus (Adulto, Pediatrica e Neonatal). Estas amostras foram obtidas em
colaboracdo com a coordenadora da Comissdo Estadual de Prevencdo e Controle de Infec¢édo
em Servicos de Saude da FVS-RCP, Evelyn Campelo e a Dra. Miharu Matos, Chefe de Unidade
da Gestdo da Pesquisa (EBSERH).

Cepas padrao
No presente estudo foram utilizadas cepas de referéncia para os ensaios moleculares e

analiticos da presente pesquisa (quadro 2).

Quadro 2: Cepas de referéncias depositadas nas cole¢des de interesse médico do INPA

Espécies Linhagem
Candida albicans ATCC 60193
Candida albicans ATCC 36323

Candida krusei ATCC 34135
Candida tropicalis ATCC 13803
Candida glabrata ATCC 2001

Candida parapsilosis ATCC 22019

Fonte: Autor, 2025

Procedimentos
UFC de leveduras aerdbicas nas superficies da UTI

A coleta de amostras foi realizada em trés Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) na
Cidade de Manaus-Amazonas, abrangendo superficies potencialmente contaminadas (figura
7). Esta etapa foi conduzida em triplicata para cada local de coleta, conforme recomendado por
Paixao e Sidrim (1999).

Para cada UT]I, foram coletadas 3 amostras da torneira de uso comum dos profissionais
de saude, 3 amostras do botdo de sanitarios de uso dos pacientes, 3 amostras de 10 colchédo dos
pacientes e 3 amostras da bancada de preparo de medicamentos, totalizando 39 amostras por
UTI. Assim, o estudo contemplou um total de 117 amostras das trés UTIs, com o objetivo de
obter entre 30 a 70 isolados de culturas morfologicamente compativeis com Candida spp.

A coleta inicial das superficies nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) foi realizada
uma hora ap0s a limpeza de rotina hospitalar, utilizando swabs estéreis (Neolab) previamente

umedecidos com solucgéo salina a 0,85%. Os swabs foram aplicados durante 30 segundos sobre
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areas previamente delimitadas de 10 cm? em superficies criticas, com o objetivo de determinar
a contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (CFU) de leveduras aerdbicas.

ApGs a coleta, estes swabs foram transferidos para tubos de transporte de amostras e
encaminhados ao Laboratério de Micologia do INPA, onde foram inoculados em placas
contendo meio de cultura Agar Sabouraud com cloranfenicol (100 mg/L) para a incubagao por
48 horasa 35°C. Ap6s o cultivo primario em Agar Sabouraud, todas as coldnias com morfologia
macroscopica e micromorfoldgicas caracteristica de leveduras foram avaliadas.

A selecdo dos isolados da placa a serem purificados para as analises subsequentes seguiu
dois critérios principais: (i) amostras que apresentaram diferentes aspectos de col6nias quanto
a forma, textura, elevacao e cor (visando capturar a diversidade morfologica presente nas placas
de isolamento); e (ii) em casos onde dez ou mais colénias com morfologia semelhante estavam
presentes em uma mesma placa, adotou-se a estratégia de selecionar aleatoriamente pelo menos

um isolado a cada grupo de dez coldnias.

Figura 7: Coleta de amostras nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) avaliadas. As areas foram definidas com
base no grau de manipulacéo e no potencial de dissemina¢do de microrganismos: (A) Bancadas de preparo de
medicamentos; (B) Torneiras de uso comum dos profissionais de sadde; (C) Colchdes de pacientes internados e

(D) Botéo de acionamento do sanitério dos profissionais.

e m;n |

Fonte: Autor, 2025
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Identificacdo ao nivel de espécie, dos isolados do género Candida
Micromorfologia em Agar Fuba

Para a analise micromorfoldgica dos isolados do género Candida, foi utilizado o meio
de cultura agar fubd, preparado com os seguintes componentes: 100 mL de &gua destilada, 3,2
g de fuba de milho, 1,7 g de agar-agar e 2 mL de Tween 80, este ultimo adicionado com a
finalidade de induzir a formacéo de clamiddsporos. A mistura foi homogeneizada e esterilizada
em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Apos o resfriamento, o meio foi vertido em placas de Petri estéreis, nas quais foram
inoculados até trés isolados distintos por placa. Sobre cada ponto de inoculagéo foi colocada
uma laminula, permitindo o crescimento em condi¢Bes semi-anaerobicas. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 24 a 48 horas. Ao término do periodo de
incubacéo, as laminulas foram cuidadosamente removidas e as prepara¢des observadas ao
microscopio Optico, utilizando objetiva de 40x. Foram avaliadas as estruturas
micromorfoldgicas tipicas das espécies do género Candida, como blastoconidios, pseudohifas,

células ovais (ovoides) e clamiddsporos

Teste de assimilacdo de agucares (Auxanograma com meio YNB)

A capacidade de assimilacéo de diferentes fontes de carbono pelos isolados foi avaliada
em meio YNB (Yeast Nitrogen Base; Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA), suplementado
com 1% (p/v) de cada carboidrato testado. O meio YNB foi preparado, fundido e resfriado a
aproximadamente 40—45 °C. Em seguida, foi adicionado a um tubo de ensaio contendo uma
suspensao celular padronizada com concentra¢do de 10° células/mL, previamente preparada em
solucdo salina estéril. A mistura foi homogeneizada e imediatamente vertida em placas de Petri
estéreis. Apds a solidificagdo do meio, foram aplicadas gotas de cada uma das cinco fontes de
carbono testadas: glicose, maltose, galactose, xilose e rafinose.

As placas foram incubadas a 30°C por um periodo de 2 a 6 dias, em estufa
microbioldgica (marca Quimis®), sendo avaliadas quanto ao crescimento ao redor de cada
substrato a cada 48 horas, por até 7 dias. Por fim, as informacGes serdo comparadas com 0s

dados da (tabela 4) para descri¢do da possivel espécie.

Identificagio CHROMagar Candida
A identificacdo presuntiva das espécies de Candida foi realizada com o auxilio do meio
cromogénico CHROMagar™ Candida (Difco®, EUA), que permite a diferenciacéo de algumas

espécies com base na morfologia e coloracdo das colonias, além de facilitar a exclusdo de
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contaminagdes por outras leveduras e bactérias, devido ao contraste cromatico caracteristico
(Goiabeira, 2022).

Para o preparo do meio, foram dissolvidos 47,7 g do p6 desidratado em 1 L de agua
purificada. A mistura foi aquecida sob agitacdo constante até fervura por 1 minuto, garantindo
a completa homogeneizacao. Apos resfriamento, o meio foi vertido em placas de Petri estéreis
e armazenado em geladeira (2-8 °C), protegidas da luz com papel aluminio. As amostras
fungicas previamente isoladas foram repicadas em placas contendo CHROMagar e incubadas
a temperatura ambiente (20 °C) por 24 a 48 horas. Apos o crescimento, as colonias foram
avaliadas quanto a coloracdo (verde, azul, rosa, lilas) e a morfologia tipica de cada espécie,

conforme protocolo do fabricante

Sensibilidade CIM dos isolados do género Candida frente aos antifungicos convencionais

A avaliacdo da sensibilidade dos isolados do género Candida frente a antifungicos de
uso clinico foi realizada por meio do ensaio de microdiluicdo em caldo, seguindo as diretrizes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), documento M27-A4 (2017). A
substancia testada foi o fluconazol. A solucgdo antifungica foi preparada em meio RPMI 1640
tamponado com MOPS e ajustadas para cobrir as seguintes faixas de concentracdo: 0,125 a
64 png/mL para fluconazol.

O ensaio foi conduzido em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos, nas quais
foram distribuidos 100 uL de cada solucdo antifingica por po¢o. Em seguida, adicionou-se
100 uL de uma suspensdo fungica padronizada contendo aproximadamente 2,5 x 103
células/mL de cada isolado, obtida a partir de culturas recentes em meio Sabouraud Dextrose
Agar.

As placas foram incubadas a 35 °C por 24 a 48 horas. A Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo do antifungico capaz de inibir 100%
do crescimento visivel em comparagdo com o controle positivo. Para confirmacdo da
Concentracdo Fungicida Minima (CFM), aliquotas de 10 uL foram retiradas dos pogos sem
crescimento e semeadas em placas de Agar Sabouraud, com posterior incubagio a 35 °C por 48

horas (Bona et al., 2014).

Identificacdo por Espectrometria de Massa: MALDI-TOF
Os isolados de Candida spp. que apresentaram Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
igual ou superior a 8 pg/mL foram submetidos a identificagdo por espectrometria de massa

utilizando a técnica de ionizacdo por dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS),
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técnica amplamente utilizada para a identificacdo microbioldgica devido a sua precisdo e
rapidez (Karas; Hillenkamp, 1988; Tanaka, 1987). A identificacdo de espécies do género
Candida por MALDI-TOF foi realizada conforme os protocolos padronizados para
microrganismos.

O preparo da amostra foi realizado por meio da transferéncia de uma pequena
quantidade do microrganismo, previamente isolado em placa de Petri por estrias de desgaste.
Com o auxilio de um palito de madeira, a amostra foi inserida em um spot na placa-alvo do
MALDI-TOF.

Em seguida, aplicou-se 1 uL de matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicindmico) sobre
a amostra. Apos a secagem, 0 spot estava pronto para a leitura, onde o espectrdmetro gerou um
perfil de massas caracteristico que foi utilizado para a identificacdo da espécie fungica

leveduriforme, conforme o banco de dados da biblioteca do equipamento.

Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata independente, e os resultados das
quantificagbes de carga fungica foram expressos como média + desvio padrdo (n=3).
Inicialmente, a normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Como a
maioria das variaveis apresentou distribuicdo ndo normal (p < 0,05), foram aplicados testes

estatisticos ndo paramétricos.

RESULTADOS
Quantificacdo de leveduras em diferentes superficies das UTI’s

Frente ao objetivo especifico de quantificar a presenca de leveduras do género Candida
em superficies frequentemente manipuladas de UT]Is, observou-se varia¢do na carga fungica
entre os trés hospitais investigados. Conforme demonstrado na (figura 8), o namero total de
leveduras identificadas foi de 25 no Hospital C (neonatal), 23 no Hospital B (Adulto) e 24 no

Hospital A (pediatrico), totalizando 72 isolados.
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Figura 8: Quantificacdo de leveduras isoladas de superficies inertes em Unidades de Terapia Intensiva de trés
hospitais publicos de Manaus por meio de contagem de coldnias em meio agar Sabouraud, apds coletas com
swab estéril realizadas entre novembro de 2024 e janeiro de 2025

® HospA M HospB ™ HospC

Numero de Leveduras isoladas

.5 Sanitario Torneira Colchiio Bancada de
Medicamento

Superficies investigadas

Fonte: Autor, 2025

A bancada de preparo de medicamentos foi a superficie com maior média de isolados,
especialmente no Hospital C (24,7 + 15,2), seguida por colchdes (16,0 + 11,2) e sanitarios (8,3
+ 8,5). Em contraste, as torneiras apresentaram as menores médias, com destaque para o0
Hospital A (1,0 £ 1,7). Observou-se também uma variacdo no perfil de espécies entre os trés
hospitais estudados (figura 9).
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Figura 9: Frequéncia de espécies de leveduras isoladas de superficies inertes em Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs) de trés hospitais publicos de Manaus, identificadas por técnicas microbiologicas classicas (n = 70

isolados).
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Fonte: Autor, 2025

Conforme mostrado na (figura 9), o tipo de isolado mais frequente foram 0s nédo-
identificados, totalizando 9 isolados no Hospital A, 8 no Hospital B e 13 no Hospital C. Candida
parapsilosis foi isolada em frequéncia idéntica nos hospitais A e B (8 isolados cada), porém
com menor ocorréncia no Hospital C (3 isolados). J& C. glabrata apresentou 4 isolados nos

hospitais A e C, e maior prevaléncia no Hospital B (6 isolados). C. krusei foi predominante no
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Hospital C (4 isolados), enquanto C. tropicalis ocorreu apenas nos hospitais A e B, com 1
isolado cada. Esses resultados indicam diferencas na composicdo fungica entre as UTIs

analisadas.

Caracterizacdo Convencional dos isolados ao nivel de espécies

Os isolados de leveduras obtidos das superficies das Unidades de Terapia Intensiva
foram submetidos a identificacdo convencional, utilizando trés métodos principais:
CHROMagar Candida, microcultivo e auxanograma. No CHROMagar, foi observada a
coloracdo caracteristica das col6nias, o que permitiu uma identificacdo inicial até o nivel de
espécie, considerando os padrdes cromogénicos tipicos de cada isolado. Espécies como
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei apresentaram coloracdes distintas,
facilitando a triagem preliminar.

No microcultivo em lamina, analisado posteriormente, foi possivel observar a
morfologia microscépica das leveduras, caracteristica de cada espécie. Foram avaliadas
estruturas como pseudohifas, blastoconidios e clamidoconidios, que permitiram a diferenciacédo
entre as espécies isoladas. A (figura 10) apresenta uma imagem representativa dos
microcultivos obtidos durante o estudo, evidenciando as caracteristicas morfoldgicas
observadas para os diferentes isolados.

Complementando a identificacdo, foi realizado o auxanograma, que consistiu na
avaliacdo da assimilacdo de diferentes fontes de carboidratos por cada isolado. Este teste
bioguimico permitiu a confirmacdo da espécie, observando os padrdes de crescimento nas
diferentes fontes de carbono testadas. A combinacdo dos resultados obtidos no CHROMagar,
no microcultivo e no auxanograma possibilitou a identificacdo dos isolados até o nivel de

espécie.
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Figura 10: Caracterizacdo morfologica e bioquimica de espécies do género Candida. (A) Micromorfologia de
Candida parapsilosis, evidenciando células gigantes e a estrutura "shaggy star". (B) Estrutura celular de
Candida glabrata, apresentando apenas blastoconidios. (C) Formagao de hifas finas em Candida krusei. (D)
Morfologia celular de Candida tropicalis. (E) Teste bioquimico de assimilagdo de acticares em meio agar
nitrogénio, demonstrando variagdo metabolica entre espécies. (F) Diagnostico diferencial em Chromagar para
identificacdo especifica das espécies.

Fonte: Autor, 2025
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Sensibilidade dos isolados a fluconazol

No objetivo especifico de avaliar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) frente a
fluconazol de diferentes espécies de Candida isoladas de superficies inertes em Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) de trés hospitais publicos de Manaus, 0s principais resultados

observados foram as variacgOes entre as espécies (tabela 1).

Tabela 1: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) ao Fluconazol de diferentes espécies de Candida isoladas de
superficies inertes em Unidades de Terapia Intensiva (UTISs) de trés hospitais publicos de Manaus

Espécie CIM (média) Mediana Variacao (min-max)
Né&o-identificadas 2,68 2,00 0,5-8
C.parapsilosis 2,37 1,00 0,5-8
C.tropicalis 8,00 8,00 2-8
C.krusei 2,65 2,00 1-8
C.glabrata 3,82 4,00 0,5-8

A espécie C. tropicalis apresentou a maior CIM média (8,00 pg/mL), sugerindo maior
resisténcia ao fluconazol, enquanto C. parapsilosis exibiu 0s menores valores médios (2,37
Hg/mL). As espécies ndo-identificadas, C. krusei e C. glabrata apresentaram valores médios de

CIM proximos, variando entre 2,65 e 3,82, com variagdes consideraveis dentro de cada grupo.

Confirmacéo da identificacdo convencional com sistema MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight)

No objetivo especifico de identificar as espécies de Candida isoladas de superficies
inertes em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) de trés hospitais publicos de Manaus, o
principal resultado observado foi a concordancia entre os métodos de identificacdo
convencional e MALDI-TOF (tabela 2).
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Tabela 2: Identificacdo de espécies de Candida isoladas de superficies inertes em Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs) de trés hospitais publicos de Manaus: Comparagdo dos resultados dos métodos convencionais com
confirmagéo pelo MALDI-TOF

Identificagdo convencional

Cddigo do (Micromorfologia e testes Identificacdo por MALI_)I—'_FOF (_Matrix—Assisted Laser
Isolado bioquimicos) Desorption/lonization Time-of-Flight)
AT12 C.krusei C.krusei
AS24 C.parapsilosis C.parapsilosis
AB113 C.parapsilosis C.parapsilosis
AC24 C.parapsilosis C.parapsilosis
BT31 C.krusei C.krusei
BS33 C.parapsilosis C.parapsilosis
BB19 C.glabrata C.glabrata
BC21 C.glabrata C.glabrata
CB25 C.parapsilosis C.parapsilosis
CB130 C.krusei C.krusei

Legenda: Cddigo do isolado- A primeira letra representa a inicial do hospital onde foi realizada a coleta. A segunda
letra corresponde a superficie amostrada. O nimero subsequente indica a identificacdo da placa utilizada,
considerando que cada amostra foi processada em triplicata (trés placas por ponto de coleta). O nimero final
refere-se a coldnia especifica isolada na placa selecionada para analise.

Da identificacdo convencional foram selecionados 10 isolados para a realizacdo da
comparagdo entre dos resultados dos métodos convencionais em relacdo ao MALDI-TOF.
Assim, este demonstrou concordancia de 100% para C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata. Na
(tabela 3), os outros 10 isolados que apresentaram a CIM 8 pug/mL foram reclassificados por
MALDI-TOF como C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. haemulonii e C. peliculosa. Os

demais concordaram com a identificagdo convencional.

Tabela 3: Identificacdo de espécies de Candida que apresentaram (CIM 8 pg/mL) pelo MALDI-TOF
Cédigo do Identificaco por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser

Isolado Desorption/lonization Time-of-Flight)
AS15 C.guilliermondii

AS23 C.krusei
AB211 C. tropicalis

AB12 C.glabrata

AB15 C.glabrata

BT13 C.haemulonii

BS15 C.parapsilosis (lodderomyces elongisporus)
BB12 C.parapsilosis

BB14 C.tropicalis

CT28 C.peliculosa

Fonte: Autor, 2025
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, os principais achados foram: a variacdo na carga fungica entre o0s trés
hospitais investigados, com um total de 70 isolados; a variacao no perfil de espécies de Candida
entre o0s hospitais, com destaque para C. parapsilosis e C. glabrata; a resisténcia variavel das
espécies de Candida ao fluconazol, com C. tropicalis apresentando o maior valor médio de
CIM; e a concordancia de 100% entre os métodos de identificacdo convencional e MALDI-
TOF para as espécies C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata e C.parapsilosis com a identificacdo
por MALDI-TOF.

O primeiro achado do presente estudo foi a variacdo na carga fungica entre os trés
hospitais investigados. Observou-se que o Hospital C apresentou 0 maior nimero de leveduras
isoladas (24), seguido pelo Hospital A (23) e Hospital B (23). Este resultado é consistente com
estudos anteriores que indicam que a carga fangica pode variar significativamente entre
diferentes ambientes hospitalares devido a fatores como praticas de limpeza, uso de
antimicrobianos e caracteristicas estruturais das UTIs.

Por exemplo, um estudo realizado por Ghanbari et al. (2024) encontrou uma variagao
semelhante na carga fungica entre diferentes hospitais, atribuindo essa variacéo as diferencas
nas praticas de controle de infeccdo. Outro estudo de Mukhtar et al. (2023) também relatou
variac@es na carga fungica entre hospitais, destacando a importancia da vigilancia continua e
das préticas de limpeza rigorosas.

A variacdo observada neste estudo pode ser explicada por fatores semelhantes,
sugerindo que melhorias nas praticas de controle de infeccdo podem reduzir a carga fangica nas
UTlIs. O segundo achado foi a variacdo no perfil de espécies de Candida entre os hospitais. C.
parapsilosis foi isolada em frequéncia idéntica nos hospitais A e B, enquanto C. glabrata
apresentou maior prevaléncia no Hospital B. Este resultado € consistente com estudos anteriores
que indicam que diferentes espécies de Candida podem predominar em diferentes ambientes
hospitalares devido a fatores como 0 uso de antimicrobianos e a presenga de dispositivos
médicos.

Um estudo realizado por Zhang et al. (2025) encontrou uma prevaléncia semelhante de
C. parapsilosis e C. glabrata em diferentes hospitais, atribuindo essa variacéo as diferengas nas
praticas de uso de antimicrobianos. Outro estudo de Pinto et al. (2024) também relatou
variacGes no perfil de espécies de Candida entre hospitais, destacando a importancia da
vigilancia continua e das praticas de controle de infeccao.

A variacdo observada neste estudo pode ser explicada por fatores semelhantes,

sugerindo que melhorias nas praticas de uso de antimicrobianos podem influenciar o perfil de
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espécies de Candida nas UTIs. O terceiro achado mais relevante foi a resisténcia variavel das
espécies de Candida ao fluconazol. A espécie C. tropicalis destacou-se com o maior valor
médio de CIM, indicando uma resisténcia mais elevada em comparacao as outras espécies. Por
outro lado, C. parapsilosis apresentou o menor valor médio de CIM, sugerindo maior
sensibilidade.

Este resultado é consistente com estudos anteriores que indicam que diferentes espécies
de Candida podem apresentar diferentes niveis de resisténcia ao fluconazol devido a fatores
como mutacdes genéticas e uso prolongado de antimicrobianos. Um estudo realizado por Fan
et al. (2023) encontrou uma resisténcia semelhante de C. tropicalis ao fluconazol, atribuindo
essa resisténcia a mutacdes genéticas. Outro estudo de Brown et al. (2023) também relatou
variagles na resisténcia ao fluconazol entre diferentes espécies de Candida, destacando a
importancia da vigilancia continua e do uso racional de antimicrobianos.

A resisténcia observada neste estudo sugeriu que melhorias nas praticas de uso de
antimicrobianos podem reduzir a resisténcia ao fluconazol nas UTIs. Quanto ao quarto achado,
observou-se a concordancia de 100% entre os métodos de identificagdo convencional e
MALDI-TOF para as espécies C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata demonstra a eficacia e
precisdo dos métodos utilizados.

Para as espécies ndo-albicans, a identificacdo por MALDI-TOF revelou que a maioria
eram C. parapsilosis, destacando a importancia deste método na identificacdo precisa de
espécies de Candida. Estes resultados reforcam a necessidade de utilizar métodos avangados
de identificacdo para garantir a precisdo na detec¢cdo de patdgenos em ambientes hospitalares.

A aplicacdo de técnicas como o MALDI-TOF pode contribuir significativamente para
o controle de infecgdes fangicas, melhorando as praticas de controle de infeccdo e o uso de
antimicrobianos nas UTIs. Quanto as limitacGes deste estudo, estas incluiram limitacfes da
amostragem. Esta foi limitada a trés hospitais publicos de Manaus, o que pode nado representar
a diversidade de ambientes hospitalares em outras regides.

Assim, este estudo contribui significativamente para o avancgo cientifico ao fornecer
dados detalhados sobre a carga fungica, o perfil de espécies de Candida e a resisténcia ao
fluconazol em UTIs de trés hospitais publicos de Manaus. As informagdes obtidas podem ser
utilizadas para melhorar as praticas de controle de infeccdo e o uso de antimicrobianos,
contribuindo para a reducdo da carga fungica e da resisténcia ao fluconazol nas UTIs. Além
disso, este estudo destaca a importancia da vigilancia continua e das préaticas de limpeza

rigorosas para o controle de infec¢des fungicas em ambientes hospitalares.
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Por fim, durante a execucdo deste trabalho, foram enfrentadas algumas limitagdes
metodologicas e operacionais. Entre as principais dificuldades, destaca-se a logistica de coleta
em unidades de terapia intensiva (UTIs) de hospitais publicos, que exigiu alinhamento com
multiplas equipes assistenciais e administrativas, muitas vezes com restricdes de horéario e
acesso.

Essa realidade exigiu adaptacGes na rotina de coleta, podendo ter influenciado a
representatividade temporal das amostras. Além disso, a identificacdo convencional das
espécies de Candida demandou longos periodos de incubacdo e interpretacdo morfoldgica
subjetiva, 0 que potencialmente gerou discrepancias nos resultados iniciais. Outro ponto
relevante foi a limitacdo da identificacdo por MALDI-TOF a um nimero reduzido de isolados,

devido a politica institucional de uso e a alta demanda do equipamento.

7 CONCLUSAO

e Observou-se variagdo na carga fangica entre os trés hospitais investigados, com um total
de 117 isolados. O Hospital C (neonatal) apresentou o maior numero de leveduras
isoladas (25), seguido pelo Hospital A (pediatrico) com (23) e Hospital B (adulto)
apresentado (24);

e Houve diferencas no perfil de espécies entre os trés hospitais estudados. Candida
parapsilosis foi isolada em frequéncia idéntica nos hospitais A e B, enquanto C.
glabrata apresentou maior prevaléncia no Hospital B;

e A espécie C. tropicalis destacou-se por apresentar a maior Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) média ao fluconazol (8,00 pg/mL), sugerindo maior resisténcia. Por
outro lado, C. parapsilosis apresentou a menor CIM média (2,37 pug/mL), indicando
maior sensibilidade;

e Houve concordancia entre os métodos de identificacdo convencional e MALDI-TOF
para as espécies C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata. Para as espécies nao-albicans, a
identificacdo por MALDI-TOF revelou que algumas eram C. parapsilosis;

e Os resultados reforcam a importancia da vigilancia fungica em superficies de UTIs
como ferramenta auxiliar no controle de infec¢des hospitalares, além de destacar o papel
de métodos rapidos e precisos de identificacio, como o MALDI-TOF, na rotina

laboratorial.
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APENDICE

Material Suplementar 1

Quadro 6: Quantificacdo de leveduras isoladas de superficies inertes em Unidades de Terapia Intensiva de Trés
Hospitais por Meio de Coletas com Swab Estéril

N° de
Hospital Superficie de Colonias/ N° R .
(UTD Coleta ek Leveduras/ | Isolados EHED CI I
Swab

HospA Sanitario Swab 1 6 1 AS15
HospA Sanitario Swab 2 5 2 AS23/AS24
HospA Sanitario Swab 3 14 2 AS38/AS314
HospA Torneira Swab 1 3 1 AT12
HospA Torneira Swab 2 0 0 -
HospA Torneira Swab 3 0 0 -
HospA Colchao Swab 1 3 1 AC13
HospA Colchdo Swab 2 4 2 AC25/AC24
HospA Colchao Swab 3 2 2 AC31/AC32

Bancada de AB11/AB12/AB13/AB15/AB
HospA Medicamento Swab 1 23 6 228/AB222
HospA Bancada de Swab 2 34 4 AB113/AB116/AB118/AB121

Medicamento

Bancada de
HospA Medicamento Swab 3 4 2 AB32/AB31
HospB Sanitario Swab 1 29 5 BS15/BS1 UBISI })19/]38127/]38
HospB Sanitario Swab 2 3 1 BS21
HospB Sanitario Swab 3 4 2 BS31/BS33
HospB Torneira Swab 1 5 4 BTl4/BTl§41?;[12/BTlS/
HospB Torneira Swab 2 4 5 BT21/BT22/BT23//BT24
HospB Torneira Swab 3 1 1 BT31
HospB Colchao Swab 1 0 0 -
HospB Colchao Swab 2 3 1 BC21
HospB Colchao Swab 3 0 0 -
HospB Bancada de Swab 1 12 4 BB12/BB17/BB19/BB14

Medicamento

Bancada de
HospB Medicamento Swab 2 0 0 )

Bancada de
HospB Medicamento Swab 3 0 0 )
HospC Sanitario Swab 1 8 2 CS15/CS11
HospC Sanitario Swab 2 17 2 CS21/CS23
HospC Sanitario Swab 3 0 0 -
HospC Torneira Swab 1 9 1 CT19
HospC Torneira Swab 2 16 2 CT215/CT28
HospC Torneira Swab 3 2 2 CT31/CT32
HospC Colchdo Swab 1 29 3 CCI12/CC127/CC18
HospC Colchao Swab 2 10 2 CccC21/CcC25
HospC Colchao Swab 3 9 1 CC32
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Bancada de

HospC . Swab 1 41 4 CB16/CB122/CB114/CB130
Medicamento
HospC Bancada de Swab 2 22 4 CB25/CB210/CB222/CB219
Medicamento
Bancada de
HospC Medicamento Swab 3 11 1 CB35

Legenda: Cddigos dos isolados- A primeira letra representa a inicial do hospital onde foi realizada a coleta. A
segunda letra corresponde a superficie amostrada. O nimero subsequente indica a identificacéo da placa utilizada,
considerando que cada amostra foi processada em triplicata (trés placas por ponto de coleta). Por fim, o nimero
final refere-se a coldnia especifica isolada na placa selecionada para anélise.
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Quadro 7: Andlise fenotipica e perfil de sensibilidade ao fluconazol de isolados clinicos de Candida spp. de 3 UTI’s da Cidade de Manaus-Amazonas

Cadigo Espécie CHROmagar Morfologia no fuba Auxanograma
Padrio ATCC | Cepa Controle Cor Pseudohifas | Clamidésporos | GLI | RAF | GAL | MAL | XIL
36323 C.albicans Verde Sim Sim + + + + Perfil de sensibilidade antifingica
34135 C.krusei Rosa claro Sim Nao + - -
13803 C.tropicalis Azul Sim Nao + + + +
2001 C.glabrata Rosa Nao Nao + - -
22019 | C.parapsilosis Rosa Sim Nao + + + +
HOSPITAL
(UTI) Isolado Espécie CHROmagar | Pseudohifas | Clamidésporos | GLI | RAF | GAL | MAL | XIL CIM Fluconazol (pg/mL)
A AS15 Ndao-albicans Rosa Sim Nao + - + + 8,0 ug/mL*
A AT12 C.krusei Rosa Sim Nao + + + 2,0 pg/mL
A AS23 C.krusei Rosa claro Sim Nao + - - 8,0 pg/mL*
A AS24 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 1,0 pg/mL
A AS38 Ndo-albicans Branca Sim Nao + + + + + 1,0 pg/mL
A AS314 C.glabrata Rosa Nio Nao + - - 0,5 pg/mL
A AB211 C.tropicalis Azul Sim Nao + + + - 8,0 pg/mL*
A AB12 C.glabrata Rosa Sim Nao + - - 8,0 pg/mL*
A AB13 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + + 4,0 pg/mL
A ABI15 C.glabrata Rosa Sim Nao + - - 8,0 pg/mL*
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A AC13 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + - - 1,0 pg/mL
A AB228 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 1,0 pg/mL
A AB222 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 0,5 pg/mL
A ABI113 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 0,5 pg/mL
A AC25 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 0,5 pg/mL
A AC24 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 1,0 pg/mL
A AC31 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + - + 2,0 pg/mL
A AB116 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 0,5 pg/mL
A AB118 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 0,5 pg/mL
A ABI121 | Nao-albicans Rosa Sim Nao + + - + 0,5 pg/mL
A AB32 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + + - 4,0 ug/mL
A AC32 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + - - 4,0 pg/mL
A AB31 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - 4,0 ug/mL
B BT14 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + + - 4,0 ug/mL
B BT13 Ndao-albicans Rosa Sim Nao + + + - 8,0 ug/mL*
B BS15 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 8,0 ug/mL*
B BTI2 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + + - 4,0 ng/mL
B BTIS Nao-albicans Branca Sim Nao + + + - 2,0 pg/mL
B BT11 Ndo-albicans Rosa Sim Nao + + + - 4,0 pg/mL
B BC21 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - 4,0 ug/mL
B BT22 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 2,0 pg/mL
B BT23 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 2,0 pg/mL
B BS11 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 4,0 ug/mL
B BT24 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 4,0 ug/mL
B BS119 | Ndo-albicans Rosa Sim Nao + + + - 1,0 pg/mL
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B BT31 C.krusei Rosa Nao Nao + - - - 4,0 ug/mL
B BS33 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 0,5 pg/mL
B BBI12 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 8,0 pg/mL*
B BT21 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 2,0 pg/mL
B BB17 Ndao-albicans Rosa Sim Nao + + + + 0,5 pg/mL
B BS127 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - 4,0 pg/mL
B BS110 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - 1,0 pg/mL
B BS21 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - 4,0 ng/mL
B BB19 C.glabrata Rosa Nio Nao + - - - 2,0 pg/mL
B BS31 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + + - 0,25 ng/mL
B BB14 C.tropicalis Azul Sim Nao + + + + 8,0 pg/mL*
C CT19 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + + - 4,0 pg/mL
C CT215 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 1,0 pg/mL
C CT28 Ndo-albicans Rosa Sim Nao + + + + 8,0 ug/mL*
C CT31 Ndao-albicans Rosa Sim Nao + + + + 2,0 pg/mL
C CT32 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + + + 0,5 pg/mL
C CS15 C.parapsilosis Branca Sim Nao + + + + 4,0 pg/mL
C CS11 Ndao-albicans Rosa Sim Nao + + + + 4,0 pg/mL
C CS21 C.krusei Rosa claro Sim Nao + - - - 2,0 pg/mL
C CS23 C.krusei Rosa claro Sim Nao + - - - 0,25 pg/mL
C CC12 Ndo-albicans Rosa Sim Nao + + + - 2,0 pg/mL
C CC127 | Nao-albicans Rosa Sim Nao + + + - 4,0 pg/mL
C CC18 Nao-albicans Rosa Sim Nao + + - - 0,5 pg/mL
C CcC21 Ndo-albicans Rosa Sim Nao + + - + 1,0 pg/mL
C CC25 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - 2,0 pg/mL
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C CC32 Ndo-albicans Rosa Sim Nao + - + - - 1,0 pg/mL
C CBl16 Nao-albicans Rosa Sim Nao + - + + - 1,0 pg/mL
C CB122 C.krusei Rosa- claro Sim Nao + - - - - 1,0 pg/mL
C CB114 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - - 4,0 ug/mL
C CB130 C.krusei Rosa claro Sim Nao + - - - - 2,0 ng/mL
C CB25 | C.parapsilosis Branca Sim Nao + - + + + 4,0 pg/mL
C CB210 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - - 4,0 pg/mL
C CB222 C.glabrata Rosa Nao Nao + - - - - 4,0 pg/mL
C CB219 | Nao-albicans Rosa Nio Nao + - + + + 1,0 pg/mL
C CB35 Ndo albicans Rosa Nao Nao + - + + - 1,0 pg/mL

Legenda: GLI - Glicose; RAF — Rafinose; GAL — Galactose; MALT — Maltose; XIL — Xilose. Outras identificacdes: Sigla do isolado- A primeira letra do cédigo do isolado se
refere ao hospital; a segunda letra € a inicial da superficie; terceiro é o nimero da placa (triplicata) e o Ultimo nimero se refere a ordem da col6nia na placa. Os isolados

identificados com * se referem aos apresentaram CIM 8 e foram testados no MALD-TOF-MS.
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