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RESUMO 

O aumento da sobrevida de neonatos prematuros admitidos em Unidades de Terapia Intensiva 

Neonatal (UTIN) está associado à elevação da ocorrência de infecções invasivas. A 

colonização das mãos de profissionais de saúde por micro-organismos patogênicos, capazes 

de expressar fatores de virulência, como Candida spp., é preocupante devido ao máximo 

contato entre pacientes e profissionais em UTIN. Os objetivos deste estudo foram: verificar a 

taxa de infecções bacterianas e fúngicas da UTIN do Hospital de Clínicas da Universidade 

Federal de Uberlândia, bem caracterizar fenotipicamente isolados de Candida spp. 

provenientes das mãos dos profissionais de saúde dessa unidade. Os neonatos incluídos no 

estudo foram acompanhados diariamente através do sistema NHSN, sendo coletadas 

informações como idade gestacional (IG), peso ao nascer, uso de dispositivos invasivos e de 

antimicrobianos, ocorrência de infecções e tempo de internação.  Os isolados provenientes das 

mãos dos profissionais de saúde foram avaliados quanto a produção de fatores de virulência e 

susceptibilidade aos antifúngicos. A pesquisa de atividade hemolítica e de DNAse foi feita 

utilizando ágar sangue e DNAse, respectivamente. A produção de biofilme foi avaliada 

através da capacidade de redução do sal de sódio XTT e a avaliaçãoda susceptibilidade dos 

isolados aos antifúngicos foi feita através da metodologia de microdiluição em caldo. Os 

resultados deste estudo foram: a taxa de infecção hospitalar igual a 12/1000 pacientes-dia. IG, 

peso, SNAPPE>24 e uso de dispositivos como cateteres, ventilação mecânica e nutrição 

parenteral foram estatisticamente significativos para ocorrência de infecções bacterianas e 

fúngicas. O óbito foi 2,6 vezes maior naqueles neonatos com infecção fúngica, em relação 

aqueles com infecção bacteriana. Foram estudados 50 isolados de Candida spp. dos quais 19 

foram C. parapsilosis stricto sensu, três C. metapsilosis, um C. orthopsilosis, sete C. albicans, 

seis C. famata, cinco C. lusitaniae, três C. krusei, dois C. kefyr, dois C. tropicalis, um C. 

glabrata e um C. guilliermondii. 49 isolados foram capazes de expressar pelo menos um dos 

três fatores de virulência pesquisados, sendo que 17 expressaram simultaneamente todos os 3 

fatores. Setenta e oito por cento dos isolados foram sensíveis aos três antifúngicos. Esses 

resultados ressaltam a importância da vigilância epidemiológica constante e de medidas de 

controle efetivo de infecções na unidade e que isolados de Candida provenientes de 

colonização das mãos de profissionais de saúde são capazes de expressar importantes fatores 

de virulência. 

 

Palavras-chaves: antifúngicos, biofilme, Candida spp., recém-nascido, vigilância 

epidemiológica, virulência. 
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ABSTRACT 

The increase in survival of preterm infants admitted to Neonatal Intensive Care Units 

(NICUs) is associated with an increase in the occurrence of invasive infections. The 

colonization of the hands of health professionals by pathogenic microorganisms capable of 

expressing virulence factors, such as Candida spp., Is worrisome due to the constant contact 

between patients and professionals in NICU. The objectives of this study were: to verify the 

rate of bacterial and fungal infections in a NICU of the Clinical Hospital of Federal University 

of Uberlândia, to characterize phenotypically isolated Candida spp. from the hands of health 

professionals in the neonatology department. The newborns included in the study were 

monitored daily through the NHSN system, with information such as: gestational age (GI), 

birth weight, use of invasive and antimicrobial devices, infections and length of hospital stay. 

Isolates from the hands of health professionals were evaluated for the production of virulence 

factors and antifungal susceptibility. The hemolytic activity and DNAse were investigated 

using blood agar and DNAse, respectively. Biofilm production was evaluated through the 

XTT sodium salt reduction ability and the evaluation of the susceptibility of the isolates to the 

antifungals was done through the broth microdilution methodology. The results of this study 

were: the hospital infection rate equals 12/1000 patient-days. GI, weight, SNAPPE> 24 and 

use of devices such as catheters, mechanical ventilation and parenteral nutrition were 

statistically significant for bacterial and fungal infections. Death was 2.6 times higher in those 

with fungal infection compared to those with bacterial infection. Fifty isolates of Candida 

spp. of which 19 were C. parapsilosis stricto sensu, three C. metapsilosis, one C. 

orthopsilosis, seven C. albicans, six C. famata, five C. lusitaniae, three C. krusei, two C. 

kefyr, two C. tropicalis, a C. glabrata and a C. guilliermondii. 49 isolates were able to express 

at least one of the three virulence factors studied, and 17 simultaneously expressed all 3 

factors. Seventy-eight percent of the isolates were sensitive to the three antifungals. These 

results demonstrated the importance of constant epidemiological surveillance and measures of 

effective control of infections in the neonatology sector and that isolates of Candida from 

colonization of the hands of health professionals are able to express important factors of 

virulence. 

 

 

Key words: antifungals, biofilm, Candida spp., epidemiological surveillance, newborns, 

virulence. 
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1 INTRODUÇÃO 

As espécies de Candida podem ser encontradas nos animais, água, compondo a 

microbiota dos seres humanos e até mesmo no ambiente, incluindo o hospitalar. Entretanto, 

em alguns casos, Candida spp. pode ser patogênica e desencadear desde micoses superficiais 

(quando acometem pele e unhas) até infecções invasivas, podendo causar sequelas ou até 

mesmo levar o indivíduo ao óbito (LACAZ et al., 2002). 

A candidíase pode ser cutânea, mucocutânea, vulvovaginal e do trato urinário, 

podendo ocorrer em eventos primários, como nas cirurgias, ou como um processo secundário, 

no caso da candidemia. A maioria das infecções desencadeadas por Candida spp. envolvem a 

formação de biofilmes, uma comunidade microbiana, composta por uma matriz extracelular 

de polímeros e células aderidas a um substrato, interface ou umas as outras de modo 

irreversível. As células que compõe o biofilme apresentam transcrição genética e crescimento 

alterados quando comparados com as células (KAUFMAN et al., 2014; SANTANA et al., 

2013). 

Nas últimas décadas, a ocorrência de candidíases invasivas teve um aumento 

significativo e já é um problema de saúde pública mundial devido a sua gravidade, letalidade 

e por elevar o tempo e custos hospitalares com o paciente (COLOMBO; GUIMARÃES, 

2003).  

 Em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), Candida spp. acomete 

principalmente neonatos extremamente prematuros e com peso inferior a 1000g. As taxas de 

morbimortalidade são elevadas, com comprometimento neural em até 60% dos neonatos 

acometidos e mortalidade variando de 15 a 59% (GONDIM et al., 2009; IZQUIERDO; 

SANTOLAYA, 2014; RODRIGUEZ et al., 2006; TAIRA et al., 2014). As espécies isoladas 

variam entre as diferentes regiões do planeta, entretanto, na maioria dos casos, C. albicans 

ainda é a mais frequente, seguida muitas vezes de C. parapsilosis. 

A incidência de candidiase invasiva em neonatos tem aumentado consideravelmente 

nos últimos anos, principalmente em virtude do aumento da sobrevida dos recém-nascidos 

prematuros e com muito baixo peso (<1500g) ou gravemente doentes, associado com a 

presença de alguns fatores considerados de risco: colonização fúngica ao nascimento ou sua 

aquisição através do uso de antimicrobianos de amplo espectro que agem de forma seletiva 

sobre as bactérias que compõe a microbiota, período de internação prolongado, realização de 

procedimentos invasivos como uso de cateter vascular central, ventilação mecânica, sonda 
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para nutrição parenteral e, eventualmente, realização de procedimentos cirúrgicos (GONDIM 

et al., 2009; MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). 

Tanto a escolha de uma terapia antifúngica apropriada quanto à seleção da droga, leva 

em consideração critérios como o estado imunológico do hospedeiro, o sítio da infecção, a 

espécie fúngica envolvida e a sensibilidade às diferentes drogas. Em virtude do aumento 

significativo do uso dos azólicos, como o fluconazol, tem se observado o aparecimento de 

cepas resistentes. Além disso, o aumento do número de infecções causadas por espécies 

diferentes de C. albicans, que apresentam sensibilidade variável aos antifúngicos, como é o 

caso de C. krusei que é intrinsecamente resistente ao fluconazol, tem contribuído para a maior 

atenção que tem sido dada ao assunto (MOTTA et al., 2010). 

As consequências de um processo infeccioso por Candida spp., especialmente em 

neonatos, podem ser fatais. Desse modo, a realização de uma vigilância epidemiológica 

contínua dos pacientes (permitindo conhecer o perfil dos pacientes e de micro-organismos 

prevalentes da unidade) aliada à manipulação adequada dos dispositivos invasivos, a 

execução correta de técnicas de higienização de mãos e objetos e ao uso racional de 

antimicrobianos, são fundamentais para minimizar ou até mesmo evitar os riscos de 

desenvolvimento de candidíases invasivas, reduzindo assim as taxas de mortalidade e de 

neonatos com sequelas que podem comprometer seu desenvolvimento psíquico-social.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Neonatos 

A partir da década de 1960 passou-se a investir mais em pesquisas relacionadas a 

neonatos prematuros, o que proporcionou um avanço na neonatologia e resultou, inicialmente, 

na criação de uma unidade específica para atender recém-nascidos (RN) prematuros e em 

estado grave, mais tarde chamada de Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN). Em 

virtude disso, recém-nascidos pré-termos (RNPT) passaram a ter maiores possibilidades de 

sobreviverem após um parto precoce. Posteriormente, com o estabelecimento da ventilação 

mecânica, o surgimento do surfactante exógeno, a evolução no prognóstico da retinopatia da 

prematuridade e outras complicações, desenvolvimento de cateteres especiais, introdução da 

nutrição parenteral e progressos na genética, houve uma melhora na sobrevida do RN. A 

prematuridade passou a ser a principal causa de internação. Os anos 2000 foram marcados 

pela utilização de tecnologia nas UTIN, modificando o prognóstico e sobrevida de neonatos 

graves (SOUZA, 2011). 

O neonato pode nascer prematuro em consequência do trabalho de parto espontâneo 

propriamente dito ou da ruptura precoce das membranas, sendo, portanto, natural, ou pode 

ocorrer por indicação médica devido a complicações maternais e/ou fetais (DIAS, 2013). 

Período perinatal compreende a 22ª semana de gestação completa até o sétimo dia de 

vida do RN. Em relação à época do nascimento, um neonato é dito como à termo quando ele 

nasce entre a 37ª e a 41ª semana e seis dias de gestação, pré-termo quando o parto ocorre com 

idade gestacional (IG) inferior a 37 semanas e pós termo quando o RN nasce com 42 semanas 

ou mais de gestação, não levando em consideração o peso apresentado ao nascer (DIAS, 

2013; SCHAEFER, 2014). 

 Além disso, os RNPT podem ser classificados como prematuros limítrofes, 

moderadamente e extremamente prematuros ainda em relação à IG, sendo os limítrofes os RN 

com IG entre 36 e 37 semanas, moderados quando o parto ocorre entre a 31ª e 36ª semana e 

os extremos aqueles que nascem entre a 24ª e 30ª semana de gravidez (SCHAEFER, 2014). 

Os neonatos também podem ser classificados em três categorias de acordo com o peso 

apresentado ao nascer: baixo peso, ou seja, RN com peso inferior a 2500g (até 2499g, 

inclusive), muito baixo peso (RNPT MBP), ou seja, RN que nasce com peso menor do que 

1500g e extremo baixo peso (RNPT EBP) ao nascer, quando o neonato está abaixo de 1000g 
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ao nascer (até 999g, inclusive) (KOPELMAN et al., 2004). A categoria de neonatos mais 

suscetíveis a infecções invasivas e demais comorbidades, bem como maiores taxas de 

mortalidade são aqueles com peso inferior a 1500g (TSAI et al., 2014).  

Os avanços na medicina ocorridos nas últimas décadas permitiram uma sobrevida 

maior de RNPT e com alguma comorbidade grave. Porém, com a permanência prolongada 

destes pacientes em ambiente hospitalar, houve um aumento no risco de desenvolvimento de 

infecções invasivas e, evitar a ocorrência dessas passou a ser uma das prioridades dos 

profissionais das UTIN, devido à gravidade e aos custos elevados no tratamento dessas 

patologias (HORNIK et al., 2012). Na América do Norte, a duração de cada episódio de sepse 

eleva em até duas semanas o tempo de internação do paciente, resultando em 25000 dólares a 

mais nos custos do tratamento. Além disso, acomete mais de um milhão de RN todos os anos, 

sendo responsável por 40% de todas as mortes de neonatos (MARCHANT et al., 2013; 

TZIALLA et al., 2015).  

A sepse em RN pode ser precoce ou tardia. A sepse precoce ocorre nas primeiras 72 

horas após o parto com alterações clínicas e laboratoriais, sendo que essas infecções são 

adquiridas no período intraparto, com provável origem materna, principalmente das infecções 

não tratadas nas mães durante a gestação (SHANE; STOLL, 2014). 

Já a sepse tardia é aquela que o RN apresenta sinais clínicos e laboratoriais de infecção 

após 72 horas de vida (BENTLIN et al., 2015; SHANE; STOLL, 2014). Esse tipo de infecção 

possui relação direta com os micro-organismos presentes no ambiente da UTIN, bem como 

com os procedimentos técnicos realizados nos neonatos, dentre eles: cateterismo arterial e 

venoso, nutrição parenteral, intubação traqueal, sondagem gástrica ou gastroduodenal, 

derivações ventrículo-peritoneais, drenagem torácica e ventilação mecânica (TOMAZ et al., 

2011). 

 

2.2 Fatores de risco para infecções invasivas em neonatos 

 Algumas condições consideradas de risco para o desenvolvimento de infecções 

invasivas já são bem conhecidas. As principais estão listadas a seguir. 

A pouca idade gestacional (< 28 semanas) e o baixo peso ao nascer (< 1500g) são 

condições predominantes para infecções invasivas, em especial àquelas desencadeadas por 

espécies de Candida, denominadas candidíases invasivas. Isso, porque o RN prematuro além 

de ter um sistema imune imaturo, as mucosas e pele, que são considerados barreiras contra 

invasão de micro-organismos patogênicos, ainda não estão totalmente íntegras 
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(ARSENAULT, BLISS, 2015; BOO; CHEAH, 2016; CALLEY; WARRIS, 2017; CANTEY; 

MILSTONE, 2015). Os RN extremamente prematuros frequentemente apresentam 

complicações em decorrência da sua condição, tais como displasia broncopulmonar e 

enterocolite necrotizante, e que estão diretamente relacionadas à ocorrência de sepse. Alguns 

autores mostraram que a taxa de sepse tardia em neonatos que nasceram com menos de 25 

semanas de gestação foi de 46%, em RN com IG entre 25 e 28 semanas é de 28% e de 

aproximadamente 10% em RN nascidos com 29 a 32 semanas (CANTEY; MILSTONE, 

2015).  

A colonização do trato gastrointestinal também é um importante fator de risco para 

desenvolvimento de candidíase invasiva (ARSENAULT, BLISS, 2015; CALLEY; WARRIS, 

2017). Pesquisas mostram que cerca de 5% dos RN já entram na UTIN com o trato 

gastrointestinal colonizado por Candida spp., chegando a 50% na primeira semana e até 75% 

ao completar um mês de vida (IZQUIERDO; SANTOLAYA, 2014). Para alguns autores, os 

RN podem adquirir C. albicans principalmente, no momento do parto, em virtude do contato 

com o canal vaginal, ao passo que a colonização por C. parapsilosis ocorre de forma 

horizontal, ou seja, através do contato dos profissionais de saúde que tem essa levedura como 

parte da microbiota da sua pele (IZQUIERDO; SANTOLAYA, 2014; MARCOS-

ZAMBRANO et al., 2014). Essa colonização, associada ao longo tempo de internação do 

neonato, muitas vezes culmina no desenvolvimento de candidíase invasiva cuja origem foi 

exógena (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). Desse modo, estudos que busquem a 

identificação rápida e precisa da fonte de infecção e das vias de transmissão são de extrema 

importância para o desenvolvimento de estratégias de prevenção e controle desse tipo de 

infecção (MUSKETT et al., 2011; MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). Saiman e 

colaboradores (2001) em um estudo realizado com seis UTIN encontraram uma taxa de 

colonização dos RN de até 26%, sendo C. albicans a espécie mais prevalente, seguida de C. 

parapsilosis. Já outro estudo deste mesmo grupo de pesquisa constatou que 40% dos isolados 

de candidíase invasiva em neonatos críticos eram geneticamente iguais aos isolados do trato 

gastrointestinal dos mesmos RN (SAIMAN et al., 2000). 

Leveduras do gênero Candida podem translocar do trato gastrointestinal para corrente 

sanguínea e desencadear um processo infeccioso grave, principalmente em pacientes 

transplantados ou que realizaram cirurgia abdominal (MUSKETT et al., 2011; MARCOS-

ZAMBRANO et al., 2014). Além disso, patologias do trato gastrointestinal, como enterocolite 

necrotizante ou outro distúrbio intestinal congênito conferem um risco adicional para a 
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ocorrência de candidíase invasiva, principalmente naqueles neonatos já colonizados por 

alguma espécie de Candida (FEJA et al., 2005; LEE et al., 2013). 

Associado as condições inerentes do RN, o uso de dispositivos invasivos, que 

permitem muitas vezes a manutenção da vida do neonato fora do útero materno, pode 

contribuir para o desenvolvimento de candidíases invasivas, quando não higienizados e 

manipulados corretamente. Exemplos destes dispositivos são: cateter venoso central (CVC), 

nas suas diversas variações, nutrição parenteral, ventilação mecânica, drenos e sondas (FEJA 

et al., 2005).  

O uso de cateteres facilita o acesso à corrente sanguínea, sendo de grande utilidade 

clínica. Por isso, são utilizados para administração de fluidos endovenosos, medicamentos, 

nutrição parenteral total e realização de hemodiálises. No entanto, estes dispositivos não estão 

isentos de riscos de complicações mecânicas e infecciosas. São vários os cateteres centrais 

disponíveis, sendo os mais frequentes em UTIN o cateter venoso umbilical (CVU), utilizado 

nos primeiros dias de vida do RN e o cateter de inserção periférica de longa permanência 

(PICC). Pode ser utilizado também, mas em menor frequência, o cateter intracath venoso 

central, o qual é mais longo que os listados anteriormente e a flebotomia, uma incisão 

praticada em uma veia periférica para inserção de um cateter (PERLMAN et al., 2007). 

O uso de antimicrobianos é frequente em RN em virtude dos riscos e letalidade de 

infecções bacterianas nos mesmos. Entretanto, não está comprovado que o uso profilático de 

antimicrobianos previne a ocorrência de infecções invasivas (TZIALLA et al., 2015). 

Neonatos cuja microbiota ainda não está totalmente estabelecida, quando tratados com 

antimicrobianos de amplo espectro, em especial cefalosporinas de terceira geração, podem ter 

o microbioma intestinal alterado, com a diminuição das bactérias comensais e consequente 

aumento de leveduras do gênero Candida que, em condições favoráveis podem passar de 

comensais para patogênicas, iniciando um quadro infeccioso (ARSENAULT, BLISS, 2015). 

Prova deste aumento é um estudo multicêntrico realizado com mais de três mil neonatos de 

extremo baixo peso ao nascer que encontrou uma associação significativa entre o uso de 

cefalosporinas ou cabapenêmicos e o aumento nos casos de candidíases invasivas, com 

incidência variando de 2,4% a 20,3% (COTTON et al., 2006; TZIALLA et al., 2015). 

Fatores de risco adicionais incluem o uso de bloqueadores de receptores de H2, que 

alteram o pH gástrico, alterando o meio microbiano e permitindo o aumento da sobrevivência 

e reprodução de Candida spp. O uso de nutrição parenteral, em especial de infusões lipídicas, 



22 
 

propicia um ambiente lipofílico, ideal para a proliferação de espécies de Candida. Todos estes 

fatores citados anteriormente, excetuando aqueles relacionados à prematuridade, podem ser 

modificados, com utilização consciente e limitada com intuito de reduzir a ocorrência de 

candidíases invasivas (ARSENAULT; BLISS, 2015). Por fim, o tempo de internação 

prolongado, associado ao uso dos dispositivos citados acima e antimicrobianoterapia de 

amplo espectro, condições muitas vezes necessárias para manutenção da vida de neonatos 

extremos, aumenta de forma considerável o risco do desenvolvimento de infecções invasivas 

(FEJA et al., 2005; SAIMAN et al., 2000; STEINBACH et al., 2012). 

São poucos os estudos que avaliam a importância do ambiente na instalação do 

processo infeccioso. Porém, há relatos de que salas apropriadas para o isolamento de 

pacientes com infecções por micro-organismos de fácil transmissão e o acesso facilitado às 

instalações de higienização das mãos podem contribuir para a redução de infecções 

relacionadas à assistência em saúde. Em hospitais onde as UTIN foram implantadas em locais 

provisórios observou-se um aumento significativo na ocorrência de infecções invasivas, 

variando de 12,8 a 18,6%. Segundo os autores, esta elevação no número de infecções pode ter 

ocorrido em consequência do aumento de admissões, resultando na superlotação do local, 

aliado à improvisação do mesmo, com instalações insuficientes para a higienização das mãos, 

pouco espaço para distribuição de equipamentos e leitos, contribuindo para a contaminação do 

ambiente por agentes patogênicos (VON DOLINGER DE BRITO et al., 2007). 

 

2.3 Vigilância epidemiológica 

Sistemas de vigilância que permitem o acompanhamento contínuo e diário de 

pacientes de UTIN são extremamente importantes, pois permitem conhecer o perfil dos 

pacientes admitidos na unidade, os sítios orgânicos mais acometidos por micro-organismos e 

as espécies isoladas com maior frequência de infecções invasivas, além de avaliar quais 

dispositivos estão associados à ocorrência de infecções ao logo dos anos e detectar 

intercorrências que possam comprometer o bom funcionamento da unidade, aumentar a 

ocorrência de infecções e até a taxa de óbito (TEKIN et al., 2013). 

A organização da vigilância epidemiológica teve inicio nos Estados Unidos no ano de 

1986 por intermédio do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) através da 

implantação do Sistema National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS). Esse sistema 
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foi ampliado e revisado no ano de 2005 e recebeu então, a denominação de National 

Healthcare Safety Network (NHSN) (FERREIRA et al, 2014). 

 NHSN é o sistema de rastreamento de infecções associado aos cuidados de saúde mais 

comumente utilizado no país. Ele oferece comodidade aos estados, regiões e à nação, visto 

que possui dados necessários para identificar áreas problemáticas e oferece ainda, suporte 

para medir a progressão dos esforços de prevenção (CENTERS FOR DIASE CONTROL 

AND PREVENTION, 2016). 

A ficha de vigilância epidemiológica proposta pelo NHSN, além de permitir a coleta 

de informações como: tipo e dias de utilização de dispositivos invasivos, IG, peso ao nascer 

ocorrência de infecções, micro-organismos isolados e perfil de resistência dos mesmos, 

tembém permite o acesso aos valores do Boletim Apgar e do Índice de gravidade. O Boletim 

de Apgar é um índice descreve as condições do RN no momento de avaliação. O escore 

geralmente é obtido no primeiro e quinto minuto de vida. Sua pontuação varia de zero a dez 

(APGAR, 1953). Já o Índice de gravidade, também chamado de Score for Neonatal Acute 

Physology, Perinatal Extension, version II (SNAPPE II) é uma medida que investiga a 

gravidade das doenças em UTIN. O SNAP II é considerado medida de gravidade da doença, 

ao passo que o SNAPPE II é uma medida de risco de mortalidade. Os dois índices são 

simples, rápidos e acurados. A simplificação do método permitiu que esse índice fosse 

utilizado na rotina da UTIN. Os valores variam de 0 a 175, sendo que quanto maior o valor, 

maior é a gravidade do estado de saúde do RN e mais altas são as chances do neonato evoluir 

para o óbito (KOPELMAN et al., 2004).  

O Ministério da Saúde do Brasil, em 1994, adotou o método proposto pelo NNIS 

como padrão para vigilância epidemiológica de infecções relacionadas à assistência à saúde 

(IRAS) no Brasil. Assim, a vigilância epidemiológica e notificação das IRAS nos hospitais 

brasileiros têm como referência os protocolos do NHSN.  

O controle de infecções é um desafio para a maioria das equipes de saúde e, portanto, 

as Comissões de Controle de Infecção Hospitalar (CCIH) devem implantar um sistema de 

vigilância epidemiológica de IRAS em setores críticos, como as UTIN (FERREIRA et al, 

2014). Os resultados obtidos com a vigilância contínua permitem estabelecer medidas de 

prevenção destas infecções objetivando a redução das mesmas em longo prazo (CRIVARO et 

al., 2015). 
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Apesar da importância já relata da vigilância diária poucos países realizam esse 

acompanhamento de forma efetiva em UTIN, sendo mais comum em países desenvolvidos 

(CRIVARO et al., 2015). 

 

2.4 Micro-organismos mais frequentes  

As infecções invasivas por bactérias Gram positiva são as mais frequentes em UTIN 

de hospitais de países desenvolvidos, e muitos trabalhos relatam Staphylococcus coagulase 

negativa (SCON) como principal responsável por esse tipo de infecção (HAMMOUD et al., 

2017). Neste grupo destaca-se o S. epidermidis, prevalente na microbiota da pele, podendo 

colonizar mucosas intestinais, das narinas e garganta, e muitas vezes, devido a maior 

permeabilidade intestinal dos RN, em associação com a ausência de microbiota, SCON pode 

translocar do lúmen intestinal para corrente sanguínea e desencadear um processo infeccioso. 

Isso, porque, a pele do RN é mais fina e não é totalmente queratinizada, o que permite o 

SCON penetrar mais facilmente do que nos demais pacientes (HAMMOUD et al., 2017; 

RESENDE et al., 2015). 

Porém, a ocorrência de infecções invasivas por Gram negativos e fungos tem 

aumentando consideravelmente, tendo sido relatados surtos por Enterobacteriaceae em UTIN 

de diversos hospitais ao redor do planeta (NAMBIAR; SINGH, 2002). A porcentagem de 

bactérias Gram negativa isoladas de sepse tardia em países como o Reino Unido pode chegar 

a 40%, mas ainda tem os Gram positivos como principais agentes causadores de sepse 

(ANTHONY et al., 2013). Em países em desenvolvimento bacteremias por Gram negativos 

são mais comuns, sendo responsáveis por até 78% dos casos (KAYANGE  et al., 2010; 

MACHARASHVILI et al., 2009). 

Infecções por Gram negativos e agentes fúngicos são notoriamente mais graves, 

elevam os custos de hospitalização e estão relacionadas a altas taxas de mortalidade, podendo 

chegar a 50% quando ocasionadas por Gram negativos e 34% quando desencadeadas por 

fungos (FU et al., 2017; URZÚA et al., 2017), e podem contribuir com o maior número de 

neonatos que ficam com sequelas neurodegenerativas (NOUR et al., 2017; IZQUIERDO; 

SANTOLAYA, 2014). 

Grande parte das bactérias Gram negativas podem ser encontradas no ambiente 

hospitalar ou colonizando mãos de profissionais de saúde. Desse modo, uma higienização 

incorreta das mãos e de equipamentos de uso comum antes e após a manipulação do paciente, 
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superlotação da unidade, com pouco espaço entre os leitos, bem como a administração 

prolongada de antimicrobianos de amplo espectro podem contribuir para a colonização e 

posterior infecção dos RN por essa classe bacteriana (ANTHONY et al., 2013). 

Klebsiella sp. é responsável pela maioria dos surtos em UTIN, seguida de Serratia 

marcescens, Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Acinetobacter sp. 

Estes surtos impedem o funcionamento efetivo das unidades neonatais por provocar o 

fechamento de até 12% destas unidades anualmente para controle e combate as mesmas 

(ANTHONY et al., 2013). 

 

2.5 Candidíases invasivas 

Leveduras do gênero Candida são as principais responsáveis pelas infecções fúngicas 

hospitalares. O sítio de infecção com maior número de isolamento é o sangue, sendo a 

infecção denominada de candidemia. Entretanto, Candida spp. podem ser isoladas de outros 

sítios anatômicos, como meninges, abscessos esplênicos ou renais, líquidos pleural e ascítico, 

sendo denominada de candidíase invasiva (CANTEY; MILSTONE, 2015; TZIALLA et al., 

2015). Em algumas UTIN já existem protocolos para profilaxia antifúngica, com duração 

aproximada de seis semanas. Essa conduta é indicada para RNPT com peso ao nascer inferior 

a 1500g, objetivando reduzir os riscos de desenvolvimento de candidíase invasiva, devido ao 

elevado risco de morte ou sequelas permanentes neste grupo especificado (SHANE, STOLL, 

2014). 

As candidíases invasivas geralmente têm origem endógena, pois podem resultar da 

proliferação ou alteração da microbiota humana, determinada por fatores de risco citados 

anteriormente (KOJIC; DAROUICHE, 2004). Entretanto, sabe-se que algumas infecções por 

Candida spp. tem origem exógena, já que as leveduras podem estar presentes desde o chão do 

hospital até no leito do paciente, nos dispositivos médicos, nas soluções para nutrição 

parenteral e até mesmo na superfície dos dispositivos intravasculares. Dessa forma, a presença 

unânime desse micro-organismo no ambiente hospitalar propicia inicialmente a colonização 

dos pacientes e, em muitos casos, o desenvolvimento da infecção naqueles indivíduos que 

apresentem alguma lesão na pele ou estejam em uso de cateter (PFALLER; DIEKEMA, 2007; 

MUSKETT et al., 2011). Vários estudos demonstraram que a higienização incorreta das mãos 

dos profissionais da saúde, que muitas vezes estão colonizadas por Candida spp., podem 
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contribuir não só com a colonização, como também com a disseminação da infecção (VAN 

ASBECK et al., 2007; HERNÁNDEZ-CASTRO et al., 2010). 

Esse tipo de infecção é considerado um problema de saúde pública mundial de grande 

relevância em virtude da sua gravidade, por acarretar aumento do tempo de internação 

hospitalar e, consequentemente, elevar os custos de hospitalização, além de contribuir para a 

elevação das taxas de morbimortalidade dos pacientes acometidos (COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003; SELLAMI et al., 2011). 

O aumento na sobrevida de neonatos prematuros, em especial daqueles com peso 

inferior a 1500 gramas, culminou na elevação de infecções fúngicas invasivas (BENJAMIN et 

al., 2016). Candida spp. já é o terceiro micro-organismo mais isolado de infecções invasivas 

em RN e o quarto patógeno mais comum em UTI Pediátrica (IZQUIERDO; SANTOLAYA, 

2014; TAIRA et al., 2014). De acordo com alguns estudos, leveduras do gênero Candida são 

responsáveis por 9 a 13% das infecções de corrente sanguínea nos pacientes com pouca idade 

(BENJAMIN et al., 2006; JUYAL et al., 2013). A ocorrência de candidemia no período 

neonatal está diretamente relacionada com as altas taxas de morbimortalidade, principalmente 

em RN com extremo baixo peso (< 1000g), sendo que até 60% desses que desenvolveram 

esse tipo de infecção ficam com alguma sequela neurodegenerativa (IZQUIERDO; 

SANTOLAYA, 2014). A taxa de mortalidade varia entre 15 e 59% (CHEN et al., 2016; 

RODRIGUEZ et al., 2006; GONDIM et al., 2009). 

A incidência de candidiase invasiva em RN tem aumentado consideravelmente nos 

últimos anos, já que as UTIN são consideradas áreas de risco altíssimo para a ocorrência de 

surtos de candidemia, causadas principalmente por C. albicans e C.parapsilosis (MARCOS-

ZAMBRANO et al., 2014).  

A epidemiologia das candidíases invasivas em UTIN varia de acordo com a região 

geográfica. Em um estudo realizado nos Estados Unidos, que avaliou a ocorrência de 

infecções fúngicas invasivas em UTIN entre 2000 e 2011, foi encontrada uma incidência de 

9,8/1000 pacientes admitidos por ano na unidade, sendo que Candida spp. foi o fungo 

responsável por 95,2% das infecções (AGARWAL et al., 2017). Em contrapartida, em um 

estudo semelhante no Reino Unido a taxa de infecção fúngica foi de 20/1000 (CLERIHEW et 

al., 2006). Já Izquierdo e Santolaya (2014), em outro estudo desenvolvido em um hospital 
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chileno, encontraram uma taxa de incidência de candidemia em RN igual a 0,81/1000 altas 

hospitalares. 

Na China, em uma pesquisa feita em dois hospitais infantis entre 2012 e 2015, a 

incidência de candidemia nos neonatos admitidos foi de 1,4%. Neste estudo, C. albicans 

correspondeu a 43,5% do total de isolados, ao passo que espécies não-albicans foram 

responsáveis por 56,5% das infecções, assim distribuídas: C. glabrata (33,3%), C. tropicalis 

(20,3%), C. parapsilosis (1,4%) e C. kefyr (1,4%) (FU et al., 2017).  

Um estudo retrospectivo realizado em um hospital do sudeste da Itália, entre 2000 e 

2014, encontrou 57 casos de candidemia confirmada em neonatos, sendo que 47% dos 

acometidos tinham peso inferior a 1000g. A espécie mais frequente foi C. albicans (47%) 

seguida do complexo C. parapsilosis (44%), C. guilliermondii (5%) e C. glabrata (4%) 

(LOVERO et al., 2016).  

Já em Portugal, um estudo multicêntrico de vigilância no período de seis anos (2005-

2010) encontrou uma taxa de incidência de 0,42 casos por 1000 admissões, a idade 

gestacional média dos RN com candidíase invasiva foi de 26 semanas e 65,6% eram de 

extremo baixo peso. Candidíase disseminada foi observada em 20,45% dos RN, sendo C. 

albicans e C. parapsilosis as espécies encontradas. Candidemia foi a infecção mais frequente, 

tendo sido isolada 18 amostras de C. albicans, 11 C. parapsilosis e 1 C. glabrata (BATISTA 

et al., 2016). 

Um estudo realizado na UTIN de um hospital universitário da região norte do Brasil 

entre 2008 e 2010, encontrou 36 casos de candidemia, sendo a taxa de incidência de 15,1% 

para cada 1000 admissões (SOARES; OLIVEIRA; CARNEIRO, 2013). Já no estado do Mato 

Grosso a incidência foi de 5/1000 admissões sendo que a maioria dos pacientes acometidos 

por candidíase invasiva foram RN prematuros e de extremo baixo peso (23%) (AKEME 

YAMAMOTO et al., 2012). No sul do Brasil, em um estudo de quatro anos, 108 pacientes 

apresentaram candidemia, dos quais 22,7% eram RN (DA COSTA et al., 2014). Em Mato 

Grosso, a espécie mais frequente foi C. albicans ao passo que no estado do Paraná C. 

tropicalis foi o micro-organismo mais isolado. 

São conhecidas mais de 150 espécies de Candida, das quais pouco mais de 20 podem 

desencadear infecções no homem (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; KURTZMAN; FELL, 

1998). Apenas as leveduras capazes de crescer à temperatura de 37ºC são potencialmente 
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patogênicas, tornando-se importante pela alta frequência com que colonizam e infectam o 

homem (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; MATTHEW et al., 2010).   

Até fim do século XX a principal espécie isolada de candidíases era C. albicans, 

entretanto houve um aumento significativo de infecções por espécies não-albicans e hoje são 

importantes patógenos as espécies: C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. 

guilliermondii e C. lusitaniae. Além de espécies emergentes como C. dubliniensis, C. kefyr, 

C. rugosa e C. famata (LOPEZ et al., 2005). O aumento de infecções fúngicas por Candida 

não-albicans está relacionado tanto com a evolução dos métodos de identificação dos 

isolados, que permitiram a detecção e diferenciação de um maior número de espécies, quanto 

com o aumento da sobrevida de indivíduos debilitados, como neonatos prematuros, que 

contribuíram para o aparecimento de uma gama de patógenos oportunistas, dentre eles 

inúmeras espécies de Candida (PFALLER, DIEKEMA, 2007). 

 C. albicans é comensal da vagina, trato gastrointestinal e mucosa oral da maioria dos 

seres humanos. Expressa fatores de virulência como capacidade de adesão, termotolerância e 

produção de exoenzimas, podendo ser mais patogênica do que algumas espécies não-albicans, 

C. parapsilosis, por exemplo (NGUYEN et al., 2012). Esta espécie ainda é a principal 

responsável por micoses superficiais e invasivas em neonatos e outros tipos de pacientes em 

diversas regiões do mundo e, por isso, tem uma grande importância médica e econômica por 

estar associada ao aumento das taxas de morbimortalidade e, consequentemente, dos custos 

hospitalares (LAI et al., 2012; SILVA, 2015). 

C. parapsilosis é encontrada predominantemente na microbiota da pele, estando 

relacionada, muitas vezes, à infecções de origem exógena, sendo condições de risco para 

desenvolvimento de infecção por ela uso de nutrição parenteral e cateter venoso central 

(MENEZES, 2014). C. parapsilosis já é a espécie não-albicans mais frequente em infecções 

fúngicas invasivas em neonatos (IZQUIERDO; SANTOLAYA, 2014). Apesar de pesquisas 

laboratoriais demonstrarem uma virulência inferior àquela observada em isolados de C. 

albicans, C. parapsilosis é capaz de aderir fortemente a dispositivos invasivos em virtude da 

produção de biofilme, e proliferar rapidamente em meios com grande disponibilidade de 

glicose, sendo um micro-organismo que coloniza e desenvolve o processo infeccioso de forma 

rápida (PFALLER et al., 2008; SILVA, 2015). Para alguns autores, a tendência de infecções 

invasivas por C. parapsilosis é aumentar, já que essa está presente na microbiota das mãos de 

profissionais de saúde e possui afinidade pela nutrição parenteral. Desse modo, é 



29 
 

indispensável a higienização adequada das mãos e dos dispositivos invasivos antes e após a 

manipulação dos pacientes para minimizar a ocorrência de infecções por esta espécie 

(SOARES et al., 2013). Os isolados identificados fenotipicamente como C. parapsilosis 

podem ser diferenciados através de métodos moleculares em C. parapsilosis stricto sensu, C. 

orthopsilosis e C. methapsilosis (TAVANTI et al., 2005).  

C. tropicalis pode ser encontrada tanto no ambiente quanto na microbiota de seres 

humanos, entretanto seu mecanismo de transmissão é essencialmente endógeno e cerca de 

50% dos pacientes colonizados desenvolvem infecções sistêmicas por C. tropicalis. Esta 

espécie está relacionada aos casos de candidíase invasiva em pacientes neutropênicos, 

neoplásicos e transplantados, sendo raros os relatos de infecções em neonatos (COLOMBO; 

GUIMARÃES 2003; ROILIDES, 2011). 

C. glabrata é um importante patógeno em ambiente hospitalar por ser a terceira 

espécie de Candida mais isolada de candidemia e por apresentar altas taxas de mortalidade 

em virtude da dificuldade em tratar infecções desencadeadas por essa espécie, já que isolados 

de C. glabrata apresentam susceptibilidade reduzida ao fluconazol e anfotericina B e uma 

porcentagem importante é resistente ao itraconazol (PFALLER; DIEKEMA, 2007). Casos de 

infecções por C. glabrata em neonatos ainda são raros, sendo mais comum seu isolamento em 

adultos em uso prolongado de antimicrobianos e ventilação mecânica. A porcentagem de 

isolamento desta espécie varia de acordo com a região geográfica, e para alguns autores, o 

aumento de infecções por C. glabrata pode estar relacionado com o uso profilático do 

fluconazol em pacientes transplantados e com patologias hematológicas (MALANI et al., 

2010). 

C. krusei é responsável por até 3% dos casos de candidíases invasivas, acometendo 

principalmente pacientes idosos, indivíduos transplantados de medula óssea ou portadores de 

neoplasias malignas, sendo rara a ocorrência de sepse por esta espécie em RN (BONATTI et 

al., 2009). Entretanto, em um hospital terciário no Brasil foi relatado três casos de candidemia 

por C. krusei em uma UTIN (AMARAL-LOPES; MOURA, 2012). Infecções por C. krusei 

são preocupantes devido a resistência intrínseca dessa ao fluconazol (PORTE et al., 2012; 

SILVA, 2015).  

C. famata é uma levedura que foi isolada de diversas fontes como: pombos, tetas de 

vaca, sendo encontrada com maior frequência em alimentos como queijos (SANCHEZ 

BETANCOURT et al., 2016). São raros os relatos de infecções desencadeadas por essa, mas a 
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literatura mostra que são acometidos com maior frequência pacientes renais crônicos e 

crianças com neoplasias, com raro isolamento em infecções invasivas bem como da 

microbiota de indivíduos saudáveis (BEYDA et al., 2013). Entretanto, já houve relatos de 

isolamento em infecções de RNPT MBP em UTIN (RATURI et al., 2015). 

C. guilliermondii pode fazer parte da microbiota da pele e de mucosas de indivíduos 

saudáveis, sendo raramente relacionada a casos de candidíase invasiva e, por isso, pouco se 

sabe sobre sua patogenia. Entretanto, estudos têm relatado que os grupos de pacientes mais 

acometidos por esta espécie são os imunodeprimidos e pacientes pediátricos (TSENG et al., 

2017).  

C. lusitaniae é considerado um patógeno oportunista emergente, responsável por 1 a 

2% dos casos de candidemia (SANCHIS et al., 2016). Alguns estudos relatam que, in vitro, C. 

lusitaniae mostrou-se susceptível as principais classes de antifúngicos (LOCKHART et al., 

2012; SANCHIS et al., 2016). Entretanto, apesar de ser um patógeno relativamente novo, há 

relatos de isolados resistentes ao fluconazol bem como isolados clínicos mostraram-se 

capazes de desenvolver resistência a anfotericina B e caspofungina durante o processo 

terapêutico (LOCKHART et al., 2012; SANCHIS et al., 2016). 

 

2.6 Diagnóstico de candidíase invasiva e identificação das espécies 

O diagnóstico de sepse em RN críticos, incluindo candidemia, é complexo, uma vez 

que os sinais clínicos são mínimos e inespecíficos, podendo ser confundidos com outras 

patologias, como por exemplo: hipoglicemia, hipotermia, dificuldade respiratória e doenças 

cardíacas. Além disso, os marcadores laboratoriais atuais de sepse não são específicos. Assim, 

para um diagnóstico rápido e mais preciso, o neonatologista precisa de uma combinação de 

variáveis clinicas, laboratoriais e particularidades do RN (BENTLIN et al., 2014).  

 Para que um RN seja diagnosticado clinicamente com sepse é preciso à identificação 

de pelo menos um dos sinais e sintomas apresentados a seguir sem causa reconhecida: 

instabilidade térmica, apnéia, bradicardia, intolerância alimentar, piora do desconforto 

respiratório, intolerância à glicose, instabilidade hemodinâmica e hipoativadade/letargia, 

associado aos critérios laboratoriais: hemograma apresentando mais de três parâmetros 

alterados (critérios de Rodwell) e/ou Proteína C Reativa quantitativa alterada, hemocultura 

não realizada ou negativa, ausência de evidência de infecção em outro sítio e terapia 
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antimicrobiana instituída e mantida pelo médico assistente (ANVISA, 2013; TSAI et al., 

2016). 

A hemocultura é o padrão ouro no diagnóstico de sepse e, graças a evolução da 

medicina laboratorial, já é possível ter um indício do micro-organismo responsável pelo 

processo infeccioso poucas horas após a coleta do material. Porém, o resultado final do exame 

ainda leva um tempo maior para ser liberado, e essa condição atrelada a complexidade e 

gravidade do RN, na maioria dos casos, faz com que o neonatologista inicie o tratamento do 

RN antes mesmo do resultado da hemocultura, optando, na sua grande maioria, por 

antimicrobianos de amplo espectro, os quais geralmente apresentam maiores riscos de 

toxicidade, (CARVALHO, 2012). 

 O resultado da hemocultura, o médico neonatologista necessita saber qual a espécie 

responsável pela infecção para a escolha da terapia mais adequada. A identificação de 

espécies fúngicas, em especial de Candida, baseia-se em testes fenotípicos, podendo também 

ser utilizados testes genotípicos para diferenciação de espécies fenotipicamente iguais e para 

rastreio da origem do foco infeccioso e detecção de infecção cruzada (CANDIDO; 

AZEVEDO; KOMEZU, 2000). 

Os métodos fenotípicos de tipagem de leveduras têm como base principal a análise do 

perfil morfológico e bioquímico desses micro-organismos (CANDIDO; AZEVEDO; 

KOMEZU, 2000). Dentre estes estão a pesquisa da atividade das exoenzimas 

aspartilproteinase e fosfolipases, e recentemente de hemolisina e DNAse, a morfotipagem e a 

antifungotipagem (COSTA et al., 2009). Entretanto, as técnicas bioquímicas não são 

suficientes para avaliar de forma consistente a relação entre isolados de mesma espécie 

(MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). Os métodos moleculares geralmente são mais 

sensíveis, e muitas vezes mais rápidos, apesar de exigirem equipamentos e suportes mais 

sofisticados do laboratório (SOLL, 2000).  

Já os testes genotípicos são indicados em estudos de ocorrências de surtos de infecções 

por um determinado micro-organismo, nos quais é indicada a análise tanto do agente 

infeccioso quanto de isolados do ambiente em que ocorreu o surto e das mãos dos 

profissionais que tiveram contato com os pacientes. O objetivo deste teste é verificar se os 

isolados de locais diferentes podem ser considerados os mesmos e de esclarecer o que deu 

origem ao surto para que sejam tomadas medidas de eliminação e impedir a propagação do 

micro-organismo infeccioso (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). Dentre os métodos de 
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tipagem molecular que tem sido utilizados, destacam-se os que avaliam DNA fingerprinting, 

a eletroforese de enzima multilocus (MLEE), cariotipagem eletroforética (EK), DNA 

polimórfico amplificado ao acaso (RAPD), polimorfismo de tamanho dos fragmentos de 

restrição (RFLP) com e sem hibridação, a análise com enzima de restrição (REA) e 

microssatélite ou sequência simples repetida (SSR) (BACELO et al., 2010).  

 

2.7 Fatores de virulência 

 Geralmente, para a instalação do micro-organismo e do processo infeccioso é 

necessário que haja um desequilíbrio na relação parasito-hospedeiro. Alguns mecanismos que 

conferem ‘vantagens’ para os micro-organismos nesta relação são conhecidos como fatores de 

virulência. Estes fatores permitem não só a manutenção do processo de colonização como 

também a instalação da infecção, ao promoverem o escape dos micro-organismos da ação dos 

mecanismos de defesa do hospedeiro. Dentre os fatores de virulência expressos por leveduras 

do gênero Candida estão: capacidade de adesão, polimorfismo, produção de exoenzimas e 

formação de biofilme (SENEVIRATNE et al., 2016). 

 A expressão e intensidade destes fatores variam conforme a espécie, o sítio de 

localização no hospedeiro (mucosas, pele), tipo e gravidade do processo infeccioso bem como 

com o estado imunológico do hospedeiro (LAHKAR et al., 2017).  

 

2.7.1 Produção de exoenzimas 

 A expressão de exoenzimas por leveduras do gênero Candida tem sido alvo de 

diversas pesquisas com intuito de compreender o papel dessas enzimas como um fator de 

virulência, como e em quais condições elas são produzidas e como elas podem influenciar no 

processo de instalação e manutenção do processo infeccioso. 

A produção de proteinases e fosfolipases correspondem à maioria das pesquisas. 

Entretanto, tem-se observado um interesse também no estudo de hemolisinas e, mais 

recentemente DNAse (desoxirribonuclease) (MENEZES, 2014). 

A enzima proteinase atua na instalação e sobrevivência da levedura, ao promover a 

quebra de proteínas como imunoglobulinas e citosinas e capacidade de adesão e destruição 
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das células do hospedeiro (LAHKAR et al., 2017; PORTELA et al., 2017). Os genes 

relacionados com a produção e expressão desta enzima pertencem a família SAP1 a SAP10, 

os quais são expressos de forma e intensidade diferentes de acordo com o sitio da infecção e 

com o estágio da mesma. Sabe-se que todas as espécies de Candida são capazes de expressar 

proteinase, mas C. albicans parecem secretá-las de forma mais acentuada (BASSYOUNI et 

al., 2015; LAHKAR et al., 2017). 

As fosfolipases atuam no processo de hidrólise dos fosfolipídios, principal 

componente da membrana celular de mamíferos, além de poderem desencadear processo 

inflamatório mediado pelo ácido araquidônico (BASSYOUNI et al., 2015; LAHKAR et al., 

2017; PORTELA et al., 2017). São conhecidos quatro tipos de fosfolipases, denominadas A, 

B, C, D, que diferem entre si quanto ao tipo da ligação éster que hidrolisam na molécula de 

fosfolipídio. Essas enzimas causam danos nas células do hospedeiro que resultam na liberação 

de lipídeos e substâncias importantes para seu desenvolvimento (BASSYOUNI et al., 2015).  

A secreção de hemolisinas permite à levedura obter o ferro através da destruição das 

hemácias do hospedeiro facilitando a invasão das hifas e consequente manutenção e 

disseminação do processo infeccioso (FRANÇA; FURLANETO-MAIA; FURLANETO, 

2017). A hemoglobina é importante para o processo de diferenciação da levedura, 

especialmente em isolados de C. albicans (FAVERO et al., 2013; FRANÇA; FURLANETO-

MAIA; FURLANETO, 2017). A levedura produz hemolisinas, que compreendem dois tipos 

de hemólise: hemólise incompleta ou parcial e hemólise completa ou total (FAVERO et al., 

2013; GIOLO e SVIDZINSKI, 2010). 

A produção de DNAse é descrita para alguns gêneros de bactérias como 

Staphylococcus spp., porém poucos estudos têm demonstrado a expressão desta enzima entre 

fungos, inclusive para espécies de Candida, sendo raros os relatos na literatura que tratam 

deste assunto (RICETO et al., 2015). A atividade extracelular de DNAse por fungos, já foi 

descrita para isolados de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, e discute-se o real 

envolvimento desta enzima na virulência (SÁNCHEZ; COLOM, 2010). Apesar de não saber 

ao certo como a DNAse contribui no processo de instalação e/ou manutenção do micro-

organismo no hospedeiro, acredita-se que ela drible a ação dos neutrófilos ao promover a 

degradação do DNA (RICETO et al., 2015; ZHANG et al., 2017). 
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2.7.2 Formação de biofilme 

 Biofilme é definido como sendo uma comunidade microbiana, composta por uma 

matriz extracelular de polímeros e células aderidas a um substrato, interface ou umas as outras 

de modo irreversível. As células que compõe o biofilme apresentam transcrição genética e 

crescimento alterados quando comparados com as células (SANTANA et al., 2013). 

A formação do biofilme pode ser observada tanto por espécies bacterianas quanto por 

espécies fúngicas, em especial leveduras, sendo comum a sua detecção na natureza (KUHN et 

al., 2002). Para a formação desta estrutura há, inicialmente, uma fixação das células 

microbianas nas superfícies (inanimadas ou não) seguida da divisão e proliferação celular e 

posterior formação da matriz extracelular (SILVA et al., 2010) . 

A capacidade de formar biofilme é considerada um importante fator de virulência, pois 

além de permitir a manutenção do processo infeccioso através da adesão às superfícies de 

dispositivos invasivos e/ou no hospedeiro, o biofilme também pode conferir uma redução na 

susceptibilidade ou mesmo resistência aos agentes antimicrobianos em virtude da matriz 

extracelular que dificulta a penetração destes no biofilme e impede os mesmos de atuarem nas 

células bacterianas e/ou fúngicas, além de impedir a ação dos mecanismos de defesa sobre os 

micro-organismos ali presentes (SANTANA et al., 2013). A resistência aos antimicrobianos, 

conferida pelo biofilme, é decorrente do quorum sensing, que promove contato célula-célula, 

permitindo a expressão de diversos fatores de virulência, imunomodulação pela comunidade 

microbiana, que resultam na neutralização da ação dos antimicrobianos (LI; TIAN, 2012). 

A formação de biofilme já foi observada em diversas leveduras do gênero Candida, 

em especial C. albicans e C. parapsilosis, sendo que há variações na composição, formato e 

intensidade de expressão deste de acordo com a espécie e isso pode influenciar no grau de 

virulência da levedura. Além disso, infecções desencadeadas por isolados capazes de 

formarem essa estrutura são mais letais do que aquelas ocasionadas por leveduras não 

formadoras de biofilme, representando, portanto, um problema nosocomial importante 

(DOLAN et al., 2002; KOJIC; DAROUICHE, 2004). 

 O processo de síntese, bem como a composição do biofilme por espécies de Candida 

está relacionado à capacidade de morfogênese apresentada por cada espécie. Inicialmente, 

para adesão das leveduras ao substrato, seja de dispositivos ou do hospedeiro, é necessário 

que haja interações hidrofóbicas e eletrostáticas bem como a expressão de adesinas (SARDI et 



35 
 

al., 2013). Após esse processo, as leveduras começam o processo de maturação, marcado pela 

formação de hifas. O biofilme maduro tem como principal característica a presença da matriz 

extracelular (composta de carboidratos, proteínas, hexoaminas) de grande quantidade de hifas 

e poucas células leveduriformes. Passado a maturação, inicia-se a fase dispersão, marcada 

pela formação de células sésseis (SILVA et al., 2011). 

 C. albicans é a espécie que mais se sabe sobre a estrutura e composição do biofilme, o 

qual é caracterizado pela presença de uma fina camada de leveduras e uma camada mais 

grossa formada por hifas (DONLAN; COSTERTON, 2002). 

 Já o biofilme formado por leveduras do complexo C. parapsilosis é grande parte 

composto por blastoconídeos, é mais fino e menor do que o de C. albicans (LATTIF et al., 

2010). Além disso, em sua maioria, é expresso por leveduras que crescem em meios com altas 

concentrações de glicose e lipídios, e aderidas a dispositivos médicos compostos de plástico, 

justificando sua associação com infecções relacionadas ao uso de nutrição parenteral e 

dispositivos como CVC por um período prolongado (TROFA; GÁCSER; NOSANCHINK, 

2008). 

C. tropicalis é uma espécie capaz de formar biofilmes fortes, os quais são compostos 

por filamentos evidentes e por uma densa rede de leveduras. Sua matriz extracelular é em sua 

maioria composta por hexosamina, podendo ser destruída por lipases tipo IV, conforme Al-

Fattani et al. (2006). 

Apesar da presença da matriz extracelular na estrutura do biofilme, estudos in vitro 

revelaram que seu papel no processo de resistência aos antifúngicos é ilusório, pois a 

penetração no biofilme através dessa acontece livremente. Além disso, tanto estudos 

realizados sob agitação, no qual há intensa formação de matriz extracelular, quanto naqueles 

feitos de forma estática, com mínima formação de matriz, foi observada resistência 

semelhante (MUKHERJEE; CHANDRA, 2004). Assim, acredita-se que a resistência aos 

antifúngicos conferida pelo biofilme esteja relacionada à biomassa e não seja permanente 

(KUMAMOTO, 2002). Isso, porque como a comunidade microbiana da qual é composta o 

biofilme possui alterações na expressão de certos genes que podem refletir no fenótipo como, 

por exemplo, aumentando a quantidade de bombas de efluxo presentes na membrana 

plasmática, que promovem o bombeamento dos antifúngicos de dentro para fora da célula 

(BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006). Outra condição que influencia diretamente na 

resistência aos antifúngicos é a composição da membrana plasmática das leveduras durante o 
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desenvolvimento e na fase madura do biofilme, a qual chega a ter até 50% a menos de 

ergosterol, que é o principal alvo dos azóis e poliênicos (MUKHERJEE; CHANDRA, 2004). 

 Devido à importância deste fator de virulência na instalação e desenvolvimento de 

candidíase invasiva, entender o funcionamento do mesmo e como ele impede a ação dos 

antifúngicos é fundamental. Desse modo, foram desenvolvidos vários métodos que permitem 

o estudo in vitro do biofilme, com a avaliação do crescimento, análise quantitativa e de ultra-

estutura do biofilme (SILVA, 2015). 

 Para a avaliação da formação do biofilme é possível utilizar placas de cultivo celular 

com 96 poços, nos quais há o estimulo para formação do mesmo, que permitem o 

processamento de um grande número de amostras simultaneamente. A análise quantitativa do 

crescimento pode ser feita utilizando métodos colorimétricos onde há a redução de sais de 

tetrazolium ou mediante incorporação de isótopos de leucina (HAWSER; DOUGLAS, 2003). 

Outra forma de realizar esta avaliação quantitativa é determinando a atividade respiratória do 

biofilme ou pela quantidade de ATP liberada após a ruptura celular (NIKAWA, 2003). Por 

fim, a quantidade de biofilme formada também pode ser obtida utilizando um leitor de 

microplacas que fornece a leitura da densidade óptica do biofilme (CARDOSO, 2004). 

 Com relação à análise da ultra-estrutura do biofilme, é possível utilizar a microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) ou microscopia confocal laser de varredura (MCLV) para 

avaliação da sua morfologia (HAWSER; DOUGLAS, 2003). 

 

2.8 Susceptibilidade aos antifúngicos 

 Em consequência do aumento de casos de candidíases invasivas nos últimos anos, o 

uso de antifúngicos seja profilático ou no tratamento dessas infecções também aumentou de 

forma expressiva e, consequentemente, iniciou-se os relatos de pacientes que não respondiam 

à terapêutica utilizada, e posterior detecção de isolados resistentes (MOTTA et al., 2010). 

Assim, a realização de testes rápidos e eficazes, que avaliam a sensibilidade dos isolados 

fúngicos às principais drogas passou a ser crucial para a escolha e sucesso da terapia 

antifúngica. 

As primeiras substâncias com ação antifúngica que começaram a ser utilizadas no 

início do século XX foram os metais pesados, sendo o Iodeto de Potássio o mais comum. Em 
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1950 os antifúngicos começaram a ser sintetizados em laboratório e os polienos foram a 

primeira classe desenvolvida. Atualmente há disponível para o tratamento de infecções 

fúngicas quatro classes de antifúngicos: azóis, polienos, equinocandinas, e análagos de 

nucleosídeos, número esse muito aquém quando comparado com a quantidade de agentes 

antibacterianos existentes. Polienos, azóis e equinocandinas são as classes mais utilizadas em 

UTIN (BENNETT et al., 2007). 

Os compostos poliênicos foram isolados pela primeira vez em 1960 a partir do 

Streptomyces nodosus (GHANNOUM; RICE, 1999). Seu principal representante é a 

anfotericina B (desoxicolato e formas lipídicas) e geralmente é a escolha terapêutica na 

maioria dos casos de infecções fúngicas sistêmicas graves. Os polienos são considerados 

fungicidas, ou seja, promovem a morte celular, por causar a formação de poros na membrana 

plasmática da célula fúngica e, consequente extravasamento de íons sódio e potássio e outras 

moléculas necessárias para a manutenção da estabilidade da membrana, resultado da 

desorganização da estrutura da mesma provocada pela ligação específica entre a molécula do 

fármaco e o ergosterol da membrana. Apesar de ser um fármaco em uso há muitos anos, ainda 

são raros os relatos de isolados resistentes à anfortericina B. Entretanto, apesar de eficiente, 

sua administração deve ser cautelosa por ser nefrotóxico e devido às reações adversas 

relacionadas à sua infusão, como hipopotassemia, necrose hepática e supressão da medula 

óssea (SILVA, 2015). 

A prescrição de anfotericina B para tratamento de micoses sistêmicas em neonatos tem 

aumentado nos últimos anos, apesar dos seus efeitos colaterais, como alternativa aos azóis (no 

caso de isolados resistentes) por ter uma meia vida de aproximadamente 15 horas e por 

apresentar uma ampla distribuição corporal (TESTONI, SMITH, BENJAMIN, 2012; SILVA, 

2015). A dose recomendada em RN é de 0,5 a 1 mg / kg / dia e sua administração deve ser via 

endovenosa e ser mantida até a dosagem total ser atingida (SILVA, 2015). 

São poucos os relatos de isolados resistentes à anfotericina B, sendo observado com 

maior frequência por isolados de C. lusitaneae e C. parapsilosis (LOCKHART et al., 2012; 

SANCHIS et al., 2016). Estudos tem revelado C. albicans como a espécie mais susceptível à 

ação deste fármaco (SILVA, 2015). Uma pesquisa que avaliou 712 isolados de Candida, em 

11 hospitais terciários no Brasil, não encontrou nenhum com resistência a este antifúngico 

(COLOMBO et al., 2006). 
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Já em relação aos azóis, o primeiro representante da classe, cetoconazol, foi 

desenvolvido da década de 1970, e hoje o azol mais prescrito no tratamento de candidíases 

invasivas é o fluconazol (MAERTENS, 2004). Os azóis são considerados fungistáticos, ou 

seja, atuam de forma a inibir o crescimento e, consequentemente, o processo de multiplicação 

dos fungos. Seu mecanismo de ação é baseado na inibição do processo de síntese do 

ergosterol, componente da membrana plasmática da célula fúngica, promovendo uma 

desestruturação e consequente inatividade desta membrana, resultando no impedimento do 

desenvolvimento celular (SILVA, 2015). Por atuar em uma via exclusiva das células fúngicas, 

são poucos os efeitos colaterais relacionados ao uso dos azóis, e por este motivo, geralmente é 

a primeira escolha no tratamento de candidíase orofaríngea e sistêmica, por exemplo, 

excetuando os casos quando essas são desencadeadas por micro-organismos que apresentam 

resistência intrínseca a essa classe, como é o caso de C. krusei. Além disso, o fluconazol tem 

sido administrado de modo profilático em neonatos graves de várias UTIN de forma eficaz, 

porém há considerações de que esta profilaxia possa colaborar para o surgimento de isolados 

resistentes, ou com susceptibilidade reduzida, em especial espécies de Candida não-albicans 

(MARRETO, 2014). Além disso, não se sabe ao certo as consequências desse uso no 

desenvolvimento neural e nas taxas de mortalidade em UTIN (SILVA, 2015). 

O uso do fluconazol no tratamento de micoses sistêmicas em neonatos é seguro. 

Entretanto, alguns estudos realizados com Candida spp. isoladas de corrente sanguínea 

mostraram taxas de resistência ao fluconazol variando de 25,3% a 35% (BALLOT  et al., 

2013).  

As equinocandinas correspondem a classe de antifúngicos mais recente disponível 

para o tratamento de infecções sistêmicas. Sua comercialização no Brasil iniciou na década de 

2000 e tem como representantes, caspofungina, anidulafungina e micafungina, sendo esta 

última a recomendada para neonatos (PACETTI; GELONE, 2003). São considerados 

fungicidas e atuam inibindo a síntese de componentes da parede celular do fungo e no 

processo de crescimento celular, que reflete no desequilíbrio osmótico e seletividade da 

parede celular, resultando na lise e consequente morte da célula fúngica (ROCHA; SIDRIM, 

2004). Por ter ação em uma estrutura específica da célula fúngica, os efeitos adversos 

relacionados ao uso das equinocandinas são mínimos (SILVA, 2015). É eficaz no tratamento 

de candidíases invasivas (incluindo isolados resistentes aos azóis) aspergilose e criptococose, 

sendo sua prescrição recomendada nos casos de falhas ou intolerância relacionadas ao uso de 

azóis ou anfotericina B. Por ser um antifúngico relativamente novo, os relatos de resistência 
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ainda são raríssimos, porém alguns estudos já demonstraram susceptibilidade reduzida por C. 

parapsilosis e C. guilliermondii (SILVA, 2015). 

Por apresentar uma terapêutica eficaz, de fácil administração intravenosa (uma vez ao 

dia) e poucos efeitos colaterais, o uso das equinocandinas tem sido cada vez mais frequente 

no tratamento de micoses sistêmicas em pacientes críticos, apresentando até mesmo 

indicações para serem primeira escolha no tratamento dessas infecções, o que levanta o temor 

de surgimento de isolados resistentes. Apesar da sua eficácia, antifúngicos pertencentes a esta 

classe ainda apresentam um custo elevado, podendo chegar a 2.500 reais, condição essa que 

ainda freia o uso mais rotineiro dos mesmos (SILVA, 2015). 

Com a disponibilidade de mais drogas antifúngicas, bem como com o aparecimento de 

isolados resistentes houve a necessidade do desenvolvimento de métodos que permitem 

avaliar, in vitro, a susceptibilidade dos isolados de infecção aos antifúngicos (ARIKAN, 

2007). Entretanto, os critérios de interpretação dos resultados e os pontos de cortes para cada 

antifúngico ainda não estão totalmente padronizados. A primeira padronização do 

antifungigrama foi proposta em 1992 pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). O 

documento M27-S4, publicado em 2012, contem as alterações mais recentes na metodologia 

bem como na interpretação de resultados para alguns antifúngicos de acordo com as principais 

espécies de Candida. Atualmente, existem pontos de coorte padronizados para azóis como 

fluconazol e voriconazol, equinocandinas como micafungina e caspofungina. No entanto, para 

a anfotericina B ainda não há uma definição com relação a isso para cada espécie (CLSI, 

2012). 

Os métodos de referência mais atuais propostos pelo CLSI são microdiluição e difusão 

do disco (CLSI, 2012). O método de microdiluição, que utiliza microplacas, permite a 

avaliação da susceptibilidade a diferentes concentrações dos antifúngicos, e por isso é 

considerado mais vantajoso. Já o método de disco difusão apresenta como principal vantagem 

a fácil execução da metodologia e a similaridade com o antibiograma realizado para as 

bactérias, inclusive utilizando o mesmo meio de cultura, Müeller-Hinton. 
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

Como a assistência materno-infantil no Brasil é usualmente precária, e as 

maternidades de hospitais públicos estão com uma demanda acima de suas capacidades, a 

situação da população de neonatos hospitalizados em UTIN é extremamente grave. Além 

disso, como os profissionais de saúde trabalham em condições muitas vezes inadequadas, o 

risco de infecções hospitalares com taxas significativas de morbimortalidade é elevado. 

Infecções nosocomiais desencadeadas por leveduras do gênero Candida estão se tornando 

cada vez mais frequentes, colocando em risco a saúde e desenvolvimento de neonatos críticos 

em função de sua maior suscetibilidade resultantes da imaturidade imunológica e por 

requererem cateteres vasculares para administração de alimento e medicamentos. É 

importante relembrar que a pele do neonato é mais permeável aos micro-organismos sendo 

uma verdadeira “porta de entrada” para os patógenos hospitalares. 

Apesar da grande importância, há ainda poucos relatos na literatura a respeito da 

epidemiologia de infecções relacionadas e associadas a diferentes tipos de acessos centrais em 

neonatos críticos. 

 

3.1 Objetivo geral 

Verificar a taxa de infecções bacterianas e fúngicas na UTIN do Hospital de Clínicas 

da Universidade Federal de Uberlânda, bem como caracterizar fenotipicamente isolados de 

Candida spp. provenientes das mãos dos profissionais de saúde dessa unidade. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1) Fazer a Vigilância Epidemiológica da UTIN, pelo sistema NHSN, nos anos de 2015 e 

2016, analisar e comparar os resultados obtidos com os dados da vigilância realizada nos anos 

de 2013 e 2014; 

2) Descrever a tendência temporal, os fatores de risco e desfecho de infecções invasivas na 

UTIN do Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia, enfatizando as 

diferenças entre infecções bacterianas e fúngicas; 

3) Verificar as espécies de Candida responsáveis pelos casos de candidíase invasiva e 

candidemia dos neonatos internados na UTIN durante o período do estudo; 
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4) Investigar a presença da Candida spp. nas mãos dos profissionais de saúde em contato 

direto com o neonato; 

5) Caracterizar fenotipicamente os isolados de Candida spp. provenientes das mãos dos 

profissionais de saúde da UTIN através da pesquisa da produção das exoenzimas hemolisina e 

DNAse e da capacidade de produção de biofilme; 

6) Determinar a sensibilidade dos isolados de Candida spp. obtidos das amostras das mãos 

dos profissionais da unidade aos antifúngicos anfotericina B, fluconazol e micafungina pela 

metodologia de microdiluição em caldo; 

7) Diferenciar os isolados identificados através dos testes fenotípicos como C. albicans em C. 

albicans e C. dubliniensis, assim como aqueles isolados identificados como C. parapsilosis 

em C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis, utilizando testes 

moleculares. 
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4 RESULTADOS 

 Os resultados deste trabalho serão apresentados na forma de dois artigos, cujos títulos 

e revistas às quais foram submetidos estão listados a seguir: 

1º Tendências temporais, fatores de risco e desfechos de infecções nosocomiais: 

estudo epidemiológico em unidade de terapia intensiva neonatal. 

Submetido à Revista The Journal of Infection – Qualis A2. 

2º Presença de Candida spp. nas mãos de profissionais de saúde: virulência e 

resistência antifúngica. 

Submetido à Revista Medical Micology – Qualis B1. 
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4.1 Artigo 1 

Tendências temporais, fatores de risco e desfechos de infecções nosocomiais: estudo 

epidemiológico em unidade de terapia intensiva neonatal 
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Resumo 

Associado ao aumento da sobrevida de neonatos prematuros admitidos em Unidades 

de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) está o aumento de infecções invasivas que podem 

culminar no óbito. O objetivo deste estudo foi descrever a tendência temporal, os fatores de 

risco e desfecho de infecções invasivas em uma UTIN de um hospital de alta complexidade, 

enfatizando as diferenças entre infecções bacterianas e fúngicas. O estudo foi realizado entre 

janeiro de 2013 e dezembro de 2016, com acompanhamento diário dos neonatos pelo sistema 

NHSN, sendo coletadas informações como idade gestacional (IG), peso ao nascer, uso de 

dispositivos invasivos e de antimicrobianos, ocorrência de infecções e tempo de internação. 

Dos 881 neonatos, em 214 (24,2%) foi constatado infecção por bactérias, 19 (2,1%) por 
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fungos e em 12 (1,4%) neonatos foi confirmada infecção bacteriana e fúngica associadas, 

resultando em uma taxa de infecção hospitalar igual a 12/1000 pacientes-dia. IG, peso, 

SNAPE>24 e uso de dispositivos como cateteres, ventilação mecânica e nutrição parenteral 

foram estatisticamente significativos para ocorrência de infecções bacterianas e fúngicas. O 

óbito foi 2.6 vezes maior naqueles neonatos com infecção fúngica, em relação aqueles com 

infecção bacteriana. Ocorrência de infecções invasivas foi mais acentuada em 2015 e 2016, 

período no qual bactérias Gram negativas e leveduras foram mais frequentes, impactando na 

morbimortalidade. Esses resultados ressaltam a importância da vigilância epidemiológica 

constante e de medidas de controle efetivo de infecções na unidade. 

Palavras-chave: UTIN, neonatos, vigilância epidemiológica, infecções bacterianas, infecções 

fúngicas 

 

Introdução 

A sobrevida de recém-nascidos (RN) prematuros nos últimos anos teve um aumento 

considerável em virtude dos avanços e emprego da tecnologia na medicina, que permitiram a 

manutenção do RN em ambiente hospitalar até que o mesmo complete o seu desenvolvimento 

e maturação de órgãos e sistemas
1
. No entanto, neonatos nestas condições geralmente 

apresentam estado de saúde grave e, por isso, ficam semanas e até mesmo meses em Unidades 

de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) até estarem aptos para receberem alta hospitalar. 

Durante este período, fazem uso de vários dispositivos invasivos que auxiliam na manutenção 

das funções vitais e permitem a administração de nutrição e medicamentos. A permanência 

prolongada dos mesmos em ambiente hospitalar, aliado aos diversos procedimentos invasivos 

aos quais são submetidos, e ao sistema imune imaturo, podem propiciar a instalação e 

desenvolvimento de infecções nosocomiais (IN) por bactérias e fungos, que podem ser graves 

e levar o paciente ao óbito
2-6

. 

Bactérias Gram positivas são as principais responsáveis pela ocorrência de sepse em 

países desenvolvidos, com destaque para Staphylococcus coagulase negativa (SCON), sendo 

S. epidermidis o mais frequente
7
. Porém, a ocorrência de infecções invasivas em RN por 

bactérias Gram negativas e fungos, em especial Candida spp., teve um aumento considerável 

nas últimas décadas
6,8,9

. Infecções por esses agentes elevam os custos de hospitalização dos 

pacientes, além de estarem relacionadas com maiores taxas de mortalidade, podendo chegar a 

50% quando ocasionadas por Gram negativos e 34% quando desencadeadas por fungos
10,11

, e 
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podem contribuir com o maior número de neonatos que ficam com sequelas 

neurodegenerativas
9,12

. 

Sistemas de vigilância, a exemplo do National Healthcare Safety Network (NHSN) 

que permite o acompanhamento contínuo e diário de pacientes de UTIN são de grande 

relevância, pois permitem conhecer o perfil dos pacientes admitidos na unidade, as síndromes 

infecciosas, os agentes etiológicos de maior ocorrência, além de avaliar quais dispositivos 

estão associados à ocorrência de infecções ao logo dos anos e detectar intercorrências que 

possam comprometer o bom funcionamento da unidade
13

. Entretanto, apesar da importância 

dessa vigilância diária, poucos países realizam esse acompanhamento de forma efetiva em 

UTIN, sendo mais comum em países desenvolvidos
5
. O objetivo deste estudo foi descrever a 

tendência temporal, os fatores de risco e desfecho de infecções em uma UTIN de um hospital 

de alta complexidade, enfatizando as diferenças entre infecções bacterianas e fúngicas.  

 

Material e Métodos 

 O estudo foi realizado na UTIN de um hospital público, de atendimento terciário, 

referência na região, que possui 520 leitos, dos quais 15 pertencem a UTIN. 

 Foram incluídos no estudo todos os neonatos admitidos na unidade por mais de 24 

horas entre janeiro de 2013 e dezembro de 2016, com participação confidencial. Todos RN 

presentes na UTIN foram acompanhados diariamente, desde a admissão até a alta ou óbito, 

seguindo o sistema NHSN para coleta de dados epidemiológicos
14

. Foram coletados dados 

como idade gestacional, peso ao nascer, Apgar 5’, SNAPPE II, uso de dispositivos invasivos 

como: tipos de cateter venoso central (cateter central de inserção periférica - PICC, cateter 

venoso umbilical - CUV, dissecação venosa - flebotomia, intracath) nutrição parenteral, 

ventilação mecânica, dentre outros), uso prévio de antimicrobianos, tempo de internação. 

Além disso, os RN foram avaliados quanto ao tempo de uso de dispositivos invasivos para 

cálculo da taxa de uso de cada um, sendo feita a relação entre desenvolvimento de infecção e 

dias de exposição a cada dispositivo. Os RN foram agrupados em cinco categorias de acordo 

com o peso apresentado ao nascer: < 750g, 751-1000g, 1001-1500g, 1501-2500g e > 2500g. 

 Os casos de IN foram determinados utilizando as definições do Centro de Controle de 

Doenças (CDC)
15

. Dados como pacientes-dia, dias de uso de dispositivos invasivos como 

cateter venoso central (CVC), ventilação mecânica, nutrição parenteral, sonda gástrica, dreno 
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e traqueostomia foram coletados. A incidência de IN e as taxas de IN associadas ao uso de 

dispositivos invasivos (número de IN associadas ao dispositivo por 1.000 dispositivos-dias) 

foram calculadas. Além disso, as taxas de incidência de IN clinicamente diagnosticadas e 

microbiologicamente confirmadas foram calculadas. 

As amostras biológicas de sítios orgânicos estéries como sangue e líquido 

cefalorraquidiano, bem como aquelas de outros sítios como secreção ocular e urina, para 

realização da análise microbiológica, foram coletadas com base em critérios clínicos 

estabelecidos pela equipe médica. O isolamento primário do micro-organismo foi feito no 

sistema Bactec, no caso das aamostras de corrente sanguínea, e em placas com ágares 

específicos para bactérias Gram positivas, negativas e fungos. A identificação em nível de 

espécie bem como o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados utilizando 

o sistema automatizado Vitek® Biomérieux. Os dados microbiológicos foram obtidos do 

setor de Microbiologia do Laboratório de Análises Clínicas do HC-UFU. Foram excluídas do 

estudo apenas culturas positivas para micro-organismos que geralmente são considerados 

contaminantes (por exemplo: Corynebacterium sp., Bacillus sp., Micrococcus). 

Foi utilizado como grupo controle deste estudo os neonatos admitidos na UTIN 

durante o período de estudo e que não apresentaram nenhum episódio de infecção durante o 

tempo que ficaram internados na unidade. 

Análise estatística 

As variáveis quantitativas foram descritas através de média, mediana, desvio padrão 

máximo e mínimo. As variáveis qualitativas foram descritas (frequência e porcentagem) por 

meio de tabelas de dupla entradas e gráficos. Os fatores de risco para infecção bacteriana e 

fúngica nos neonatos foram avaliados pela regressão logística univariada e pela regressão 

logística múltipla seguida da seleção de variáveis pelo método stepwise
16

. A comparação do 

número de micro-organismos isolados de infecção nos RN internados ao longo dos anos foi 

feita utilizando o teste de comparação múltipla com correção de Boferroni
17

. Todos os testes 

foram aplicados utilizando um nível de significância de 5% (p <0,05) e as análises foram 

realizadas utilizando o programa SPSS v.20. 
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Comitê de Ética 

O estudo foi realizado após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da Universidade Federal de Uberlândia (CEP-UFU), com parecer número 

989.139/2015. 

 

Resultados 

 Entre janeiro de 2013 e dezembro de 2016 foram admitidos 881 neonatos na UTIN do 

HC-UFU, tendo sido registrado um total de 18310 pacientes-dias. Do total de RN incluídos no 

estudo, 53,9% eram do sexo masculino e 56,4% nasceram com idade gestacional igual ou 

menor a 34 semanas. A maior parte (34,6%) foi considerada de baixo peso ao nascer (1500-

2499g) e 18,2% foram considerados de extremo baixo peso (<1000g). O principal motivo 

para internação desses neonatos na unidade foi o peso abaixo de 1500g (32,8%), seguido de 

problemas respiratórios (31,5%). Do total de RN, 73,7% ficaram mais de sete dias internados 

na UTIN.  

Dos 881 pacientes, 221 (25%) apresentaram algum tipo de infecção, sendo que em 214 

(96,8%) foi constatada infecção por bactérias, 19 (8,6%) por fungos e em 12 (5,4%) neonatos 

foi confirmada infecção bacteriana e fúngica associadas, resultando em uma taxa de infecção 

hospitalar igual a 12/1000 pacientes-dia. A taxa de infecção bacteriana/1000 pacientes dia foi 

de 11,6, ao passo que a taxa de infecção fúngica por 1000 pacientes dia foi igual a um. A 

infecção mais comum foi sepse (63,8%), seguida de conjuntivite (29,8%) e infecção do trato 

urinário (6,7%). Infecções em outros sítios anatômicos corresponderam a 5,4% do total de 

infecções confirmadas no período de estudo. Em 46 (20,8% do total de RN com infecção) 

neonatos foi confirmada infecção em dois ou mais sítios anatômicos. 

 A densidade de utilização (DU) de dispositivos considerados de risco para ocorrência 

de infecção invasiva foi igual a 0,48 para PICC, 0,09 para CUV, 0,02 para flebotomia, 

intracath e dreno, 0,22 para ventilação mecânica, 0,015 para sonda vesical, 0,003 para 

traqueostomia e 0,35 para nutrição parenteral. Já a DU dos dispositivos naqueles RN que 

desenvolveram infecção bacteriana ou fúngica foi de, respectivamente, 0,23 e 0,03 para PICC, 

0,03 para CUV, 0,01 e 0,006 para flebotomia, 0,01 e 0,002 para intracath, 0,01 e 0,001 para 

dreno, 0,16 e 0,02 para nutrição parenteral, 0,11 e 0,02 para ventilação mecânica, 0,008 e 

0,0004 para sonda vesical, 0,001 e 0,0004 para traqueostomia.  
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As taxas de uso destes dispositivos relacionados à infecção/pacientes dias foram de 

18,5 para CUV, 4,13 para PICC, 5,1 para uso de nutrição parenteral e 6,1 para o uso de 

ventilação mecânica. 

A tabela 1 mostra os fatores de risco para infecção bacteriana e evolução dos neonatos 

internados no período do estudo. Foram considerados fatores de risco estatisticamente 

significativos para ocorrência de infecção bacteriana: IG média, peso médio ao nascer, 

SNAPPE II >24, uso e DU de flebotomia, intracath, PICC, CUV, nutrição parenteral, de 

ventilação mecânica, dreno, sonda vesical, além do tempo de internação médio. O tempo de 

uso dos dispositivos invasivos foi em média três vezes maior no grupo com infecção 

bacteriana quando comparado com o grupo de neonatos sem infecção. O tempo de internação 

dos RN com infecção bacteriana foi duas vezes maior que o grupo sem infecção. Uso de CUV 

(P = 0,0216) e a densidade de utilização de PICC (P = 0,0009) foram fatores de risco 

independentes para o desenvolvimento de infecção por bactérias.
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Tabela 1– Fatores de risco para aquisição de infecção bacteriana e evolução dos neonatos internados entre 2013-2016 

  

 

  Modelo Univariado 

 

Modelo Multivariado 

  Sem infecção (660) Com infecção (214) p valor OR OR (95%CI) 

 

p valor OR OR (95%CI) 

  

  

    Menor Maior 

 

    Menor Maior 

IG média  33 semanas 32,8 semanas 0,0239* 0,99 0,99 1,00 

 

- - - - 

Peso médio  1943,12 gramas  1769,1gramas 0,0173* 1,00 1,00 1,00 

 

- - - - 

Apgar5min <7 75 (11,3%) 23 (10,8%) 0,3188 0,95 0,87 1,05 

 

- - - - 

Snappe II>24 146 (22,1%) 85 (38%) 0,0019* 1,01 1,004 1,019 

 

- - - - 

Flebotomia 15(2,3%) 11 (5,1%) 0,0493* 2,19 1,0 4,80 

 

- - - - 

DU Flebotomia 0,008 0,01 0,0101* 1,05 1,01 1,09 

 

- - - - 

Intracath 20 (3%) 17 (8%) 0,0026* 2,78 1,43 5,42 

 

- - - - 

DU Intracath 0,01 0,01 0,0003* 1,09 1,04 1,14 

 

- - - - 

PICC 351 (53,2%) 181 (84,5%) 0,000* 4,76 3,19 7,11 

 

- - - - 

DU PICC 0,23 0,23 0,000* 1,08 1,07 1,10  0,0009* 1,03 1,01 1,05 

CUV 240 (36,7%) 106 (49,5%) 0,0008* 1,70 1,25 2,33 

 

0,0216* 0,60 0,38 0,93 

DU CUV 0,06 0,03 0,000* 1,11 1,06 1,17 

 

- - - - 

Nutrição parenteral 281(42,6%) 159 (74,3%) 0,000* 3,85 2,74 5,43 

 

- - - - 

DU nutrição parenteral  0,17 0,16 0,000* 1,09 1,07 1,10 

 

- - - - 

Ventilação mecânica 266 (40,3%) 138 (64,5%) 0,000* 2,66 1,93 3,66 

 

- - - - 

DU ventilação mecânica  0,09 0,11 0,000* 1,07 1,05 1,08 

 

- - - - 

Dreno 28 (4,2%) 26 (12,1%) 0,0001* 3,15 1,80 5,50 

 

- - - - 

DU Dreno 0,011 0,001 0,0014* 1,09 1,03 1,14 

 

- - - - 

Sonda vesical 31 (4,7%) 23 (10,7%) 0,0024* 2,38 1,36 4,17 

 

- - - - 

DU Sonda vesical  0,006 0,008 0,0020* 1,17 1,06 1,29 

 

- - - - 

Sonda gástrica 587 (88,9%) 200 (93,4%) 0,0694 1,73 0,96 3,14 

 

- - - - 

DU Sonda gástrica  0,42 0,35 0,000* 1,06 1,05 1,07 

 

- - - - 

Traqueostomia 3 (0,45%) 2 (0,9%) 0,4236 2,08 0,35 12,54  - - - - 

DU Traqueostomia  0,001 0,001 0,3427 1,05 0,95 1,15  - - - - 

Tempo de internação médio – dias (DP) 15,88(14,57) 35,24(23,42) 0,000* 1,06 1,05 1,07 

 

- - - - 

Óbito 60 (9%) 26 (12,1%) 0,1524 1,43 0,88 2,35  - - - - 

Nota: OR: oods ratio; IG: idade gestacional, DU: densidade de utilização = nº de CVC-dias/nº de pacientes-dias; DP: desvio padrão.*p< 0,05. 
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A idade gestacional média dos neonatos com infecção fúngica foi de 29 semanas e a 

média de peso destes foi igual a 1408,53 gramas, sendo que 52,6% (10) nasceram com peso 

inferior a 1000 gramas. Foram considerados fatores de risco estatisticamente significativos 

para ocorrência de infecção fúngica a IG média, peso, SNAPPE II >24, DU de flebotomia, 

intracath, CUV, dreno, sonda gástrica, uso de DU de PICC, nutrição parenteral, ventilação 

mecânica, de traqueostomia, tempo de internação, além do uso de três ou mais 

antimicrobianos e tempo de antimicrobianoterapia. Aqueles pacientes em uso de PICC, 

traqueostomia e de três ou mais classes de antimicrobianos apresentaram 11 vezes mais risco 

de adquirir infecção fúngica. Adicionalmente, neonatos em uso de nutrição parenteral, 

ventilação mecânica e dreno estavam cerca de seis vezes mais expostos ao risco de infecções 

fúngicas em relação àqueles que não utilizaram esses dispositivos.  

O tempo de uso de dispositivos invasivos que podem ser considerados de risco para 

desenvolvimento de infecção por fungos foi em média cinco vezes maior em relação ao grupo 

de neonatos sem infecção. O tempo de internação dos RN com infecção fúngica foi três vezes 

maior que o grupo sem infecção. A análise multivariada mostrou que o tempo de internação 

médio (P = 0,0037) e óbito (P = 0,0036) foram estatisticamente maiores no grupo de RN com 

infecção fúngica (Tabela 2). 
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Tabela 2 –Fatores de risco para aquisição de infecção fúngica e evolução dos neonatos internados entre 2013-2016 

  

 

  Modelo Univariado 

 

Modelo Multivariado 

  Sem infecção (660) Com infecção (19) p valor OR OR (95%CI) 

 

p valor OR OR (95%CI) 

  

  

    Menor Maior 

 

    Menor Maior 

IG média  33 semanas 29 semanas 0,0038* 0,98 0,96 0,99 

 

- - - - 

Peso médio  1943,12 gramas  1408,53 gramas  0,0212* 0,9992 0,9986 0,9999 

 

- - - - 

Apgar5min <7 75 (11,3%) 2(10,5%) 0,4584 0,91 0,70 1,17 

 

- - - - 

Snappe II>24 146 (22,1%) 13 (68,4%) 0,0014* 1,03 1,01 1,05 

 

- - - - 

Flebotomia 15(2,3%) 2 (10,5%) 0,0778 3,92 0,86 17,89 

 

- - - - 

DU Flebotomia 0,008 0,006 0,003* 1,07 1,02 1,12 

 

- - - - 

Intracath 20 (3%) 1 (5,2%) 0,8184 1,27 0,17 9,78 

 

- - - - 

DU Intracath 0,01 0,002 0,0441* 1,06 1,00 1,13 

 

- - - - 

PICC 351 (53,2%) 18 (94,7%) 0,0164* 11,85 1,57 89,16 

 

- - - - 

DU PICC 0,23 0,032 0,0000* 1,06 1,04 1,08 

 

- - - - 

CUV 240 (36,7%) 11 (57,9%) 0,1099 2,12 0,84 5,32 

 

- - - - 

DU CUV 0,06 0,003 0,0102* 1,16 1,04 1,29 

 

- - - - 

Nutrição parenteral 281(42,6%) 16 (84,2%) 0,0077* 5,40 1,56 18,65 

 

- - - - 

DU Dias de nutrição parenteral  0,17 0,02 0,000* 1,06 1,04 1,09 

 

- - - - 

Ventilação mecânica 266 (40,3%) 16 (84,2%) 0,0035* 6,35 1,84 21,96 

 

- - - - 

DU Dias de ventilação mecânica  0,09 0,02 0,000* 1,06 1,04 1,08 

 

- - - - 

Dreno 28 (4,2%) 5 (26,3%) 0,0008* 6,17 2,13 17,86 

 

- - - - 

DU Dreno 0,011 0,001 0,5616 1,02 0,95 1,10 

 

- - - - 

Sonda vesical 31 (4,7%) 1 (5,2%) 0,8709 0,84 0,11 6,45 

 

- - - - 

DU Sonda vesical  0,006 0,0004 0,8175 1,02 0,83 1,26 

 

- - - - 

Sonda gástrica 587 (88,9%) 19 (100%) 0,9891 1,00 - - 

 

- - - - 

DU Sonda gástrica  0,42 0,04 0,000* 1,05 1,03 1,07 

 

- - - - 

Traqueostomia 3 (0,45%) 1 (5,2%) 0,0304* 11,88 1,26 11,60  - - - - 

DU Traqueostomia  0,001 0,0004 0,3035 1,07 0,94 1,23  - - - - 

Tempo de internação médio  15,88 50,79  0,000* 1,04 1,03 1,06 

 

0,0037* 10,24 2,13 49,27 

Uso de antimicrobiano 268 (40,6%) 17 (89,5%) 0,005* 8,21 1,88 35,74  - - - - 

Uso de 3 ou mais antimicrobianos 58 (8,8%) 14 (73,7%) 0,000* 11,84 4,20 33,33  - - - - 

Tempo de uso de antimicrobiano 5.01(7,99) 19 (19,75) 0,000* 1,08 1,05 1,11  - - - - 

Óbito 60 (9%) 6 (31,6%) 0,0034* 4,42 1,63 11,96  0,0036* 1,14 1,04 1,24 

Nota: OR: oods ratio; IG: idade gestacional, DU: densidade de utilização = nº de CVC-dias/nº de pacientes-dias.*p< 0,05. 
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Entre 2013 e 2016 foram isolados 401 micro-organismos de neonatos internados na 

unidade, dos quais 145 (36,1%) foram apenas no ano de 2016 e o mais frequente foi o SCON, 

correspondendo a 41,3% do total de isolados. Cinquenta e oito por cento dos isolados foram 

bactérias Gam positivas, 37% foram bactérias Gram negativas e 5% leveduras (Tabela 3). 

Tabela 3–Micro-organismos causadores de infecções invasivas em neonatos internados na 

UTIN do estudo nos anos de 2013 a 2016 

Micro-organismos 2013 2014 2015 2016 Total 

 N % N % N % N % N % 

Streptococcus sp.  2 2.1 1 1,3 1 1,3 2 1,4 6 1,6 

SCON 41 43,5 37 45,5 38 46,7 49 33,8 165 41,3 

Staphylococcus aureus 21 22,2 6 7,4 10 12,3 14 9,6 51 12,7 

Enterococcus faecalis 4 4,3 3 3,8 2 2,4 1 0,7 10 2,5 

Escherichia coli 4  4,3 3 3,8 3 3,8 7 4,8 17 4,2 

Klebsiella pneumoniae 3 3,2 1 1,3 3 3,8 15 10,3 22 5,5 

Klebsiella oxytoca 0 0 0 0 0 0 1 0,7 1 0,2 

Pseudomonas aeruginosa 5 5,3 15 18,5 1 1,3 19 13,1 40 10 

Serratia marcescens 4 4,3 2 2,4 2 2,4 5 3,4 13 3,2 

Stenotrophomonas maltophilia 1 1,1 0 0 3 3,7 1 0,7 5 1,2 

Acinetobacter baumannii 0 0 4 4,9 8 9,9 4 2,8 16 4,0 

Enterobacter aerogenes 0 0 0 0 0 0 1 0,7 1 0,2 

Enterobacter cloacae 5 5,3 2 2,4 1 1,3 6 4,1 14 3,5 

Citrobacter koseri 0 0 1 1,3 0 0 0 0 1 0,2 

Bactérias ESBL +* 0 0 0 0 1 1,3 8 5,5 9 2,2 

Outras** 2 2,2 2 2,4 3 3,7 3 2,1 10 2,5 

Candida albicans 1 1,1 2 2,4 4 4,8 4 2,8 11 2,8 

C. parapsilosis  1 1,1 1 1,3 0 0 4 2,8 6 1,6 

C. guilliermondii 0 0 0 0 0 0 1 0,7 1 0,2 

Trichosporonsp. 0 0 1 1,3 1 1,3 0 0 2 0,4 

Total de isolados 94 23,5% 81 20,2% 81 20,2% 145 36.1% 401 100% 

Nota: *espécies produtoras de ESBL: Klebsiella pneumoniae (8), Escherichia coli (1). **outras espécies isoladas em 2013: 

Staphylococcus lugaunanas (1), Haemophylus sp. (1); 2014: Staphylococcus warneri (1), Proteus mirabilis (1); 2015: 

Burkhoderia cepacia (1), Elizabethkingia meningoséptica (1), Cronobacter sakazakii (1); 2016: Enterobacter acogenes (1), 

Ralstonia pickettii (1), Staphylococcus warneri (1). 

A Figura 1 mostra o acumulado de micro-organismos isolados em cada ano da 

pesquisa. Houve diferença estatística no número de isolados anos de 2015 e 2016 quando 

comparados com 2013 e 2014.  
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Figura 1 – Comparação do número de micro-organismos e acumulado de leveduras isoladas 

de infecção nos RN internados na UTIN do HC-UFU entre os quatro anos de vigilância 

 

 

Nota: entre os anos com letras diferentes p <0,05. 

 

A Figura 2 mostra a distribuição dos isolados em cada ano de estudo. Em 2013 

observou-se um maior percentual de Gram positivos (72,3%) e apenas 2% foram leveduras. Já 

em 2014 e 2015, apesar dos Gram positivos ainda serem a maioria dos isolados, com 58% e 

62% do total de isolados, observou-se um aumento de infecções por Gram negativos e 

leveduras. O isolamento de micro-organismos foi significativamente maior em 2016 quando 

comparado com os outros anos de estudo sendo 48,2% (70) do total de isolados Gram 

negativos e 6,2% (9) leveduras, sendo P. aeruginosa o Gram negativo mais frequente 

(27,4%). 
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Figura 2 – Distribuição dos micro-organismos isolados dos RN internados na UTIN do 

estudo em cada ano de vigilância 

 

Discussão 

A realização de uma vigilância epidemiológica contínua em unidades hospitalares de 

risco permite conhecer as infecções mais frequentes e os micro-organismos mais comuns, 

possibilitando a adoção de medidas para reduzir a ocorrência de IN, com reflexo na 

diminuição das taxas de morbimortalidade. Sepse é a infecção mais grave em UTIN, apesar 

de ser a mais corriqueira, apresentando altas taxas de mortalidade. A vigilância 

epidemiológica na UTIN do HC-UFU entre 2013 e 2016 mostrou que a infecção mais 

frequente foi sepse (63,8%), quatro vezes maior do que a observada na unidade em anos 

anteriores
18

.  

Neonatos em uso de algum tipo de cateter tiveram até quatro vezes mais chances de 

desenvolver infecção bacteriana do que aqueles que não utilizaram. Peso abaixo de 2500 

gramas, necessidade de nutrição parenteral, ventilação mecânica, uso de dreno e tempo de 

internação superior a sete dias também foram condições significativas para desenvolvimento 

de infecções por bactérias. O uso desses dispositivos e o baixo peso são condições descritas 

na literatura que aumentam significativamente a ocorrência de infecções invasivas
19

. Já a 
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densidade de utilização de PICC e uso de CUV foram fatores independentes para ocorrência 

de infecção bacteriana. 

Em virtude da gravidade de alguns RN admitidos em UTIN, necessidade de 

procedimentos cirúrgicos, muitos são submetidos à antimicrobianoterapia profilática, que 

pode propiciar a colonização de pele, mucosas e trato gastrointestinal por leveduras, em 

especial Candida spp., que podem, em alguns casos, iniciar um grave processo infeccioso
20

. 

Neonatos com idade gestacional inferior a 28 semanas e peso abaixo de 1000 gramas 

apresentaram risco mais elevado de desenvolverem infecção fúngica invasiva, assim como já 

observado na literatura
21,22

. Neste estudo, observou-se um aumento expressivo de neonatos 

com quadro clínico mais grave, enfatizado pelo baixo peso ao nascer, IG < 34 semanas e 

SNAPPE II > 24. Aqueles RN que faziam uso de dispositivos como PICC, traqueostomia e 

três ou mais classes de antimicrobianos o risco de desenvolvimento de infecção fúngica 

chegou a ser 11,85 vezes maior. Além disso, o tempo médio de uso desses dispositivos foi de 

até 31,5 dias para PICC, considerado elevado, visto que tempo de uso superior a sete dias 

pode propiciar o desenvolvimento de infecções invasivas, acarretando aumento nos custos 

hospitalares e nas taxas de morbimortalidade
23

. Neonatos acometidos por infecções fúngicas 

ficaram em média 50 dias internados. Através da análise multivariada foi confirmado que o 

tempo de internação prolongado foi fator de risco como sendo independente para aquisição de 

infecção por fungos. Diversos autores afirmam que a antimicrobianoterapia de amplo espectro 

por longo prazo e a permanência prolongada em ambiente hospitalar, respectivamente, 

potencializam as chances de ocorrência de infecção fúngica invasiva, comprometendo 

fortemente o estado de saúde do neonato
6,11,24

. 

Neste estudo, foi observado que neonatos que desenvolveram infecção fúngica foram 

admitidos na unidade em estado mais crítico, já que 37% eram prematuros extremos, 63% 

tiveram infecção bacteriana prévia e, em virtude da gravidade do seu quadro clínico 

permaneciam em média 34,91 e 15,55 mais dias internados na unidade do que aqueles RN 

sem infecção ou somente com infecção bacteriana, respectivamente. Além disso, neonatos 

com infecção fúngica foram a óbito 2,6 vezes mais (dados não demonstrados), sendo que 

cinco dos seis neonatos com infecção por fungo que evoluíram para óbito haviam 

desenvolvido processo infeccioso concomitante por bactérias. De acordo com dados da 

literatura, as taxas de morbimortalidade por infecção fúngica invasiva, em especial 

candidíase, em neonatos críticos são altas, mostrando que esse tipo de infecção é mais grave 
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do que infecções bacterianas com taxas de óbito mais elevadas e sequelas mais severas, sendo 

também um problema de saúde pública mundial que merece atenção e uma profilaxia maior
8
.  

Infecções invasivas por bactérias Gram positivas são frequentes em UTIN de hospitais 

de países desenvolvidos
25

. Em países em desenvolvimento, bacteremias por Gram negativos 

são mais comuns, sendo responsáveis por até 78% dos casos
26

. Neste estudo, SCON foi o 

micro-organismo mais frequente, correspondendo a 41,3% do total de isolados, entretanto por 

ser um micro-organismo de baixa virulência, nenhum RN foi a óbito em consequência de 

infecções por esses. Por outro lado, observou-se um aumento expressivo no isolamento de 

Gram negativos em 2015 e 2016, com destaque para Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae que corresponderam a 15% (2015) e 31,7% (2016), 

respectivamente, do total de isolados. O aumento de infecções por Gram negativos é algo 

preocupante, por desencadearem processos infecciosos notoriamente mais graves do que 

aqueles ocasionados por bactérias Gram positivas não só por acometerem pacientes mais 

debilitados, como os neonatos de extremo baixo peso (< 1000g), mas também por 

apresentarem resistência aos antimicrobianos de amplo espectro, como é o caso daquelas 

produtoras de ESBL, que em 2016 correspondeu a 10% do total de Gram negativos. Morkel 

(2014)
26

 afirma em seu estudo que em países em desenvolvimento, muitas vezes, o acesso a 

antimicrobianos de nova geração são limitados devido ao alto custo. 

A vigilância também revelou um aumento nas infecções invasivas por leveduras, em 

especial por espécies de Candida, já que a taxa de infecção aumentou significativamente de 

2,1% em 2013 para 6,2% em 2016. Um estudo de 12 anos de vigilância realizado em dois 

hospitais terciários nos EUA mostrou um aumento de 15 para 30 pacientes com candidíase 

invasiva de 2000 para 2003, seguida de uma redução significativa na ocorrência desta 

infecção, impulsionada principalmente pelo uso profilático de antifúngico
8
. 

Estudos anteriores realizados na mesma unidade mostraram o predomínio de IN por 

bactérias Gram positivas, em especial SCON, com isolamento que chegou a ser duas vezes 

maior do que o número de Gram negativos entre 2009 e 2010
18,27

. Na época desses estudos a 

justificativa para redução de isolamento de Gram negativos foi a reforma estrutural realizada 

na UTIN do HC-UFU, resultando na melhora da qualidade do atendimento, aumento do 

número de pias, espaço entre os leitos e do número de profissionais. Entretanto, neste estudo, 

o aumento de infecções bacterianas por bactérias Gram negativas em 2015, sendo mais 

acentuado em 2016, pode ser justificado pela crise econômica do país, iniciada no fim de 
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2014 e que resultou no corte de gastos com a saúde e mão de obra qualificada. Isso tudo 

refletiu na dispensa de profissionais contratados da unidade, bem como na escassez de 

medicamentos e antimicrobianos de novas gerações (os quais são mais caros), na utilização de 

dispositivos invasivos com qualidade inferior àquela utilizada anteriormente.  

Infecções por bactérias Gram negativas são notoriamente mais graves do que aquelas 

causadas por Gram positivas não só por acometerem pacientes mais debilitados, como os 

neonatos de extremo baixo peso (< 1000g), mas também por apresentarem resistência aos 

antimicrobianos de amplo espectro, como é o caso daquelas produtoras de ESBL, que em 

2016 correspondeu a 10% do total de Gram negativos. Em países com mesma situação 

econômica, como o Brasil, a taxa de isolamento de Klebsiella pneumoniae ESBL positivas em 

UTIN pode passar dos 50%. Esses resultados são preocupantes pelo fato de países com menor 

poder aquisitivo terem um acesso mais limitado aos mais recentes antimicrobianos lançados 

no mercado
26

. Em países como Kuwait, Turquia e Egito, Klebsiella spp. também foi o Gram 

negativo mais frequente, sendo que 14,3% eram produtores de ESBL nestes dois últimos 

países
25,28,29

. 

Em conclusão, neste estudo foi observado um aumento expressivo nas infecções 

desencadeadas por bactérias Gram negativas e leveduras quando comparado com estudos 

anteriores na mesma UTIN. Aumento esse ocasionado pela admissão de neonatos em estado 

de saúde mais grave, com destaque para aqueles com peso inferior a 1500g e possivelmente 

devido a situação financeira precária do país, que impactou na maior ocorrência de óbitos. 

Esses resultados ressaltam a importância da vigilância epidemiológica constante e a 

manutenção das medidas de controle de infecções na unidade.  
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Resumo 

A colonização das mãos de profissionais de saúde por micro-organismos patogênicos, capazes 

de expressar fatores de virulência, como Candida spp., é preocupante devido ao máximo 

contato entre pacientes e profissionais em Unidade de Terapia Intensiva. Os objetivos deste 

estudo foram: avaliar, in vitro, os fatores de virulência: atividade hemolítica, expressão de 

DNAse, formação de biofilme e susceptibilidade aos antifúngicos anfotericina B, fluconazol e 

micafungina de espécies de Candida isoladas das mãos de profissionais de saúde de uma 

Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN). Foram estudados 50 isolados de Candida 

spp. dos quais 19 foram C. parapsilosis stricto sensu, três C. metapsilosis, um C. 

orthopsilosis, sete C. albicans, seis C. famata, cinco C. lusitaniae, três C. krusei, dois C. 

kefyr, dois C. tropicalis, um C. glabrata e um C. guilliermondii. A pesquisa de atividade 

hemolítica e de DNAse foi feita utilizando ágar sangue e ágar DNAse, respectivamente. A 
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produção de biofilme foi avaliada através da capacidade de redução do sal de sódio XTT e a 

avaliaçãoda susceptibilidade dos isolados aos antifúngicos foi feita através da metodologia de 

microdiluição em caldo. Os resultados deste estudo forma: 49 isolados foram capazes de 

expressar pelo menos um dos três fatores de virulência pesquisados, sendo que 17 

expressaram simultaneamente todos os três fatores. C. albicans apresentaram atividade 

hemolítica mais acentuada que os isolados de C. parapsilosis (P= 0,0395) e C. lusitaniae (P= 

0,0284). A produção de DNAse foi estatisticamente diferente entre o complexo C. 

parapsilosis e C. albicans (P= 0,0257), complexo C. parapsilosis e C. krusei (P=0,0488), 

entre C. famata e C. albicans (P= 0,0124) e C. famata e C. krusei (P=0,0216). Quarenta e três 

isolados foram capazes de formar biofilme. Setenta e oito por cento dos isolados foram 

sensíveis aos três antifúngicos. Esta pesquisa demonstrou que isolados de Candida 

provenientes de colonização das mãos de profissionais de saúde são capazes de expressar 

importantes fatores de virulência. 

Palavras-chave: Candida spp., virulência, biofilme, antifúngicos.  

 

Introdução 

Espécies de Candida agrupam os principais patógenos fúngicos oportunistas que 

acometem pacientes internados em serviços de saúde. Em recém-nascidos (RN), Candida spp. 

é o terceiro micro-organismo mais isolado de infecções invasivas, sendo C. albicans e C. 

parapsilosis as espécies mais frequentes, seguidas de C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei 

[1,2]. A morbimortalidade por candidíase invasiva em neonatos críticos pode chegar a 59% e 

aproximadamente 60% dos neonatos que se recuperam desse tipo de infecção apresentam 

alguma sequela neurodegenerativa [3].  

Neonatos internados em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) possuem 

sistema imune imaturo que, associado ao baixo peso, prematuridade, doença de base e a 

fatores de risco extrínsecos (uso de cateter venoso central, nutrição parenteral, dentre outros) 

estão mais expostos a infecções [1].  

A instalação de infecção por Candida spp. se dá quando há um desequilíbrio na 

relação parasito-hospedeiro, resultado da associação entre ineficiência das defesas do 

indivíduo e expressão de fatores de virulência pelo micro-organismo. Existem vários fatores 

de virulência descritos para fungos, e para espécies de Candida, a atividade hemolítica, 
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expressão de proteases, fosfolipases e DNAse, além da capacidade de formação de biofilme, 

são importantes para a colonização tecidual pelo micro-organismo e para as diversas fases de 

consolidação de um processo infeccioso [2,4]. 

Os mecanismos pelos quais os fatores de virulência contribuem para a patogênese são 

diversos. Por exemplo, as hemolisinas promovem a lise das hemácias, o que permite a 

obtenção do ferro, que é importante no desenvolvimento e multiplicação da levedura [5]. O 

mecanismo de contribuição da enzima DNAse na virulência do micro-organismo não está 

totalmente claro, mas tem sido proposto que ela colabora no mecanismo de escape contra a 

ação dos neutrófilos degradando o DNA que o compõe [6,7].  

Já a expressão de outros fatores como a formação de biofilme, pode tornar a levedura 

menos susceptível a ação de antifúngicos, além de possibilitar a aderência, colonização e 

manutenção de células viáveis em dispositivos invasivos e nos tecidos do hospedeiro. O 

biofilme é uma estrutura complexa composta por leveduras, hifas e pseudo-hifas que são 

envoltas por uma matriz extracelular, que permite não só a fixação do micro-organismo em 

superfícies de dispositivos médicos e invasivos, como ainda dificulta a ação das defesas 

naturais e de antifúngicos como fluconazol e anfotericina B [2]. 

Estima-se que cerca de 60% dos profissionais de saúde podem apresentar Candida 

spp. na microbiota da pele, sendo C. parapsilosis a mais frequente, conforme alguns estudos 

[8]. Este conhecimento é importante porque evidencia que estes micro-organismos circulam 

no ambiente, sendo carreadas por pessoas. Este fato é importante em ambientes de serviços de 

saúde, onde a circulação de micro-organismos com virulentos ou resistentes a drogas podem 

ser transmitidos para indivíduos imunocomprometidos, caso as precauções de biossegurança 

não sejam adequadas. Assim, a via de circulação ou transmissão exógena da levedura está 

relacionada à presença unânime da mesma em ambiente hospitalar, bem como nas mãos 

daqueles que lidam diretamente com os pacientes. Desse modo, essa forma de transmissão 

pode ser evitada pela adoção de técnicas adequadas e padronizadas de higienização das mãos 

antes e após a manipulação do paciente [9].  

Assim, o presente estudo teve como objetivo pesquisar, in vitro, os fatores de 

virulência: atividade hemolítica, expressão de DNAse e formação de biofilme e a 

susceptibilidade aos antifúngicos anfotericina B, fluconazol e micafungina de espécies de 

Candida isoladas das mãos de profissionais de saúde de uma UTI neonatal. 
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Material e Métodos 

O estudo foi realizado com isolados de Candida spp. obtidos de mãos de profissionais 

de saúde lotados em uma UTIN de um hospital de alta complexidade que possui 520 leitos, 

dos quais 15 pertencem a UTIN e faz parte do Berçário de Alto Risco da Instituição. 

Os isolados de leveduras (50) foram obtidos a partir de amostras coletadas de 134 

profissionais da UTIN. Os profissionais, após a assinatura do Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido (TCLE), simularam a técnica de lavagem de mãos em um saco de polipropileno 

esterilizado contendo 30 mL de solução salina fisiológica (NaCl 0,9%) esterilizada. O 

material foi colocado em tubos tipo Falcon de 15 mL esterilizados, e centrifugado a 4000 rpm 

por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 0,1 mL do sedimento foi 

semeado em placas com ágar Sabouraud dextrose (ASD) (Isofar, Duque de Caixas, RJ, 

Brasil), acrescido de cloranfenicol, assim como em placas com ágar cromogênico (Himedia, 

Mumbai, Índia) e incubadas a 30ºC por até 72 horas [10]. 

As leveduras foram identificadas pela metodologia clássica [11], e os isolados de C. 

albicans foram confirmados utilizando reação em cadeia pela polimerase (PCR) com 

iniciadores específicos para diferenciação de C. dubliniensis conforme proposto por Estrada-

Barraza et al. [12]. Os isolados identificados como C. parapsilosis foram diferenciados nas 

espécies C. parapsilosis strito sensu, C. metapsilosis e C. orthopsilosis pela metodologia de 

polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição - RFLP-PCR, conforme Tavanti e 

colaboradores [13]. 

Pesquisa de Atividade Hemolítica e DNAse 

A partir de uma cultura recente em ASD (24-48 horas) foi feita uma suspensão de cada 

isolado em solução salina (0,9%) com turbidez equivalente ao tubo 2 da escala de 

McFarland(1x10
8
 a 5x10

8
 UFC/mL). Posteriormente, alíquotas de 5µL de cada suspensão 

foram depositadas em pontos equidistantes em placas de Petri (90x15mm) contendo ágar 

DNAse (Hexis, São Paulo, Brasil) e ágar sangue de carneiro 7% [6]. A incubação foi feita a 

30ºC por sete dias para pesquisa de DNAse e por 48 horas para análise da atividade 

hemolítica [5,14]. 

Os testes foram feitos em duplicata e a interpretação e descrição dos resultados foram 

realizadas conforme a seguir: a presença da atividade hemolítica foi constatada através da 

visualização da hemólise em torno da colônia. A atividade hemolítica foi mensurada pela 
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razão entre o diâmetro da colônia (dc) e o mesmo somado com a zona de hemólise (dcp). Os 

resultados obtidos foram expressos pela relação dc/dcp: Hi (índice hemolítico) e classificados 

como negativo (Hi = 1), moderado (0,63 < Hi <1) e acentuado (ou Hi ≤ 0,63) [15]. 

Os resultados da atividade de DNAse foram  expressos  como  positivo  e  negativo de 

acordo com a presença ou ausência de um halo de clareamento em volta da colônia [6]. 

Pesquisa da formação de Biofilme 

A avaliação da capacidade de formação de biofilme pelos isolados estudados foi feita 

conforme metodologia proposta por Pierce et al. [16] com modificações. Resumidamente, 

10µL da cultura recente em ASD de cada isolado foi inoculada em 15 mL de caldo Yeast, 

Peptona e Dextrose (YPD) e incubadas por 12 a 18 horas a 35ºC. Posteriormente, o material 

foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante desprezado e o sedimento lavado 

três vezes com tampão salina fosfato (PBS) (1:10), centrifugado e ressuspenso em PBS não 

diluído. Em seguida, foi feita uma suspensão em RPMI 1640 (Himedia, Mumbai, Índia) 

suplementado com glicose e tamponado com MOPS ([N-morfolino] propano-ácido sulfônico) 

(Hexis, São Paulo, Brasil) com turvação equivalente ao tubo 0.5 da escala de McFarland, 

contendo aproximadamente 1x10
6
 UFC/mL. Foram dispensados 100 µL em cada poço de 

placas de 96 poços. Após incubação a 35ºC por 24 horas, as amostras foram lavadas três 

vezes com PBS não diluído para retirada das células planctônicas e acrescido de 100 µL de 

solução sal de sódio XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-

Tetrazolium-5Carboxanilide) e Menadiona (Sigma-Aldrich, Alemanha). As placas foram 

embrulhadas com papel alumínio e incubadas novamente a 35ºC por 2 horas. Decorrido este 

tempo, 80 µL de cada amostra foram transferidos para outra placa e realizada a leitura em 

espectrofotômetro com cumprimento de onda de 490 nm, sendo o teste feito em quadriplicata 

e resultado expresso de acordo com a média das absorbâncias observadas em cada teste. Os 

resultados foram classificados de acordo com a absorbância em: 1) não produtores de biofilme 

(DO < 0,10), 2) fracos produtores (0,11 < DO < 0,40), 3) produtores moderados (0,41 < DO < 

0,74) e 4) altos produtores de biofilme (DO ≥ 0,75). 

Teste de Susceptibilidade aos Antifúngicos 

A avaliação da susceptibilidade aos antifúngicos fluconazol (Fluoxol, La Paz, 

Bolívia), anfotericina B (Cristália, São Paulo, Brasil) e micafungina (Raffo, Buenos Airies, 

Argentina) foi feita pelo método de microdiluição em caldo, conforme descrito nos 
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documentos M27-A3-S3 e M27-S4 [17,18]. Brevemente, a partir de uma colônia de 24 horas 

crescida em ASD foi feita uma suspensão em RPMI 1640, suplementado com glicose (2%) e 

tamponado com MOPS, contendo 1x10
6
 células/mL e pipetados 100 uL em placas de 96 

poços contendo as diferentes concentrações de cada antifúngico, para uma concentração final 

em cada poço variando de 0,03 µg/mL a 16 µg/mL para anfotericina B e micafungina, e 

variando de 0,125 a 64 µg/mL para o fluconazol. Após 24 horas de incubação a 35ºC foi 

realizada a leitura das placas em espectrofotômetro a 490nm. Os testes foram feitos em 

duplicata e o resultado expresso pela média da absorbância observada para cada concentração 

do antifúngico. C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas 

como controle dos testes realizados. 

Em ensaios com azólicos e micafungina, a menor concentração capaz de induzir 

inibição em torno de 50% do crescimento verificado no micro-organismo avaliado, em 

relação ao poço-controle, foi identificada como a Concentração Inibitória Mínima (CIM) da 

droga. Já a anfotericina B a CIM foi a menor concentração capaz de inibir 80% do 

crescimento [17].  

Os critérios de interpretação de MIC e pontos de coorte para cada antifúngico e cada 

espécie foram considerados de acordo com a norma vigente nos documentos M27-A3-S3 e 

M27-S4 do CLSI e estão descritos na Tabela 1 [17,18].  
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Tabela 1 – Pontos de coorte padronizados para interpretação dos valores de MIC para 

espécies de Candida segundo CLSI 

Antifúngico Espécies Variação do CIM (µg/mL) Referência 

S SDD I R  

Anfotericina B Todas ≤ 1 - - > 1 CLSI, 2008 

 

 

Fluconazol 

C. albicans ≤ 2 4 - ≥ 8 CLSI, 2012 

C. glabrata - ≤ 32 - ≥ 64 CLSI, 2012 

C. krusei - - - - CLSI, 2012 

C. parapsilosis ≤ 2 4 - ≥ 8 CLSI, 2012 

C. tropicalis ≤ 2 4 - ≥ 8 CLSI, 2012 

Outras espécies ≤ 8 16-32 - ≥ 64 CLSI, 2008 

 

 

Micafungina 

C. albicans ≤ 0,25 - 0.5 ≥ 1 CLSI, 2012 

C. glabrata ≤ 0,06 - 0.12 ≥ 0.25 CLSI, 2012 

C. tropicalis ≤ 0,25 - 0.5 ≥ 1 CLSI, 2012 

C. krusei ≤ 0,25 - 0.5 ≥ 1 CLSI, 2012 

C. parapsilosis ≤ 2 - 4 ≥ 8 CLSI, 2012 

C. guilliermondii ≤ 2 - 4 ≥ 8 CLSI, 2012 

Another species ≤ 2 - - ≥ 4 CLSI, 2008 

Nota: S: sensível, SDD: sensível dose-dependente, I: intermediário, R: resistente. 

Comitê de Ética 

A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

Universidade Federal de Uberlândia (CEP-UFU), com parecer número 989.139/2015. 

Análise estatística 

 Para comparar a atividade hemolítica, de DNAse e produção de biofilme foi utilizado 

o teste de Mann-Whitney, quando a comparação foi feita entre duas espécies, e Kruskal-

Walis, para a comparação entre todas as espécies. Já para avaliar a susceptibilidade aos 

antifúngicos foi utilizado o Teste T de Student quando a comparação foi feita entre duas 

espécies para cada antifúngico, quando a comparação foi feita entre todas as espécies utilizou-

se o teste Anova one-way. Já para comparar a resposta de cada espécie entre as três drogas 

com ação antifúngica, foi utilizado o teste de Kruskal-Walis. Foram considerados 

significativos os valores de P <0,05. 
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Resultados 

Dos 50 isolados identificados, 19 foram C. parapsilosis stricto sensu, três C. 

metapsilosis, um C. orthopsilosis, sete C. albicans, seis C. famata, cinco C. lusitaniae, três C. 

krusei, dois C. kefyr, dois C. tropicalis, um C. glabrata e um C. guilliermondii.  

Na avaliação dos fatores de virulência, 49 (98,0%) isolados foram capazes de 

expressar pelo menos um dos três fatores de virulência pesquisados, sendo que 17 (34,0%) 

expressaram simultaneamente todos os fatores estudados.  

Apenas um isolado de C. metapsilosis não produziu nenhum destes fatores. A Figura 1 

mostra a frequência de isolados que apresentaram atividade hemolítica, expressaram DNAse e 

formaram biofilme, de acordo com as principais espécies. 

Figura 1 -Expressão de fatores de virulência em isolados de Candida spp. provenientes das 

mãos de profissionais de saúde de uma UTIN 

 

Nota: Outras espécies: C. krusei (3), C. kefyr (2), C. tropicalis (2), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1). 

 

Atividade hemolítica foi observada para todos os isolados de C. albicans e C. famata, 

e pela maioria dos isolados de C. parapsilosis (91,2%) e de C. lusitaniae (80,0%). A maioria 

dos isolados de C. albicans (71,4%) e C. famata (83,3%) tiveram forte atividade hemolítica. 

Ao comparar a atividade dessa enzima entre as espécies, os isolados de C. albicans 

apresentaram atividade hemolítica mais acentuada que os isolados de C. parapsilosis (P= 
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0,0395) e C. lusitaniae (P= 0,0284). Os isolados de C. famata também mostraram uma 

atividade maior do que C. parapsilosis (P= 0,0192), C. lusitaniae (P= 0,0176) e o grupo das 

outras espécies (P= 0,0392). 

 Dos 21 (42,0%) isolados que apresentaram atividade de DNAse, a maioria pertencia 

ao complexo C. parapsilosis (13 isolados, 56,5%) e C. famata (cinco isolados, 83,3%). 

Nenhum isolado de C. albicans e um de C. guilliermondii expressaram a enzima in vitro 

(Tabela 2). Diferença estatisticamente significativa na produção dessa enzima foi encontrada 

entre o complexo C. parapsilosis e C. albicans (P= 0,0257), complexo C. parapsilosis e C. 

krusei (P= 0,0488), entre C. famata e C. albicans (P= 0,0124) e C. famata e C. krusei (P= 

0,0216). 
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Tabela 2 - Atividade hemolítica, DNAse e produção de biofilme dos isolados de Candida spp. provenientes das mãos de profissionais de saúde de uma UTIN  

Espécie Número de isolados 

n (%) 

Escore atividade hemolítica
a
 

n (%) 

Expressão de DNAse 

n (%) 

Escore biofilme
b
 

n (%) 

  1 2 3 Negativo Positivo  1 2 3 4 

Complexo C. 

parapsilosis 

 

23(100%) 
2(8,8%) 16(69,5%) 5(21,7%) 

 

 

10(43,5%) 

 

 

13(56,5%) 3(13%) 14(60,8%) 5(21,7%) 1(4,5%) 

C. albicans 7(100%) 
0 2(28,6%) 5(71,4%) 

7(100%) 0 
1(14,4%) 3(42,8%) 3(42,8%) 0 

C. famata 6(100%) 
0 1(16,7%) 5(83,3%) 

1(16,7%) 5(83,3%) 
1(16,7%) 3(50%) 2(33,3%) 0 

C. lusitaniae 5(100%) 
1(20%) 4(80%) 0 

3(60%) 2(40%) 
1(20%) 3(60%) 1(20%) 0 

Outras espécies* 9(100%) 
2(22,2%) 5(55,6%) 2(22,2%) 

8(88,8%) 1(11,2%) 
1(11,1%) 3(33,3%) 4(44,5%) 1(11,1%) 

Total 50(100%) 
5(10%) 28(56%) 17(34%) 

29(58%) 21(42%) 
7(14%) 26(52%) 15(30%) 2(4%) 

Nota: 
a 
Escores atividade hemolítica: 1: não apresentou atividade enzimática (Hi = 1); 2: atividade enzimática moderada (0,63 <Hi< 0,99); 3: atividade enzimática acentuada (Hi≤ 

0,63). 
b
Escores para produção de biofilme: 1: não produtor de biofilme; 2: fraco produtor de biofilme; 3: produtor moderado; 4: forte produtor de biofilme. *Outras espécies: C. 

krusei (3), C. kefyr (2), C. tropicalis (2), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1). 
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 Com relação à produção de biofilme, 43 (86,0%) isolados foram capazes de formá-lo, 

sendo dois com forte expressão, 15 com expressão moderada e 26 de forma fraca. A maioria 

dos isolados foi considerada fracos formadores de biofilme (52%), sendo observada expressão 

intensa em apenas dois isolados: um de C. parapsilosis e outro de C. kefyr (Tabela 2). Um 

isolado de C. krusei também não formou biofilme. Não foi encontrada diferença 

estatisticamente significativa na formação de biofilme entre as espécies estudadas (Tabela 3). 

A Tabela 3 apresenta as faixas de variação de MIC dos três antifúngicos testados. C. 

lusitaniae apresentou o maior MIC para anfotericina B, complexo C. parapsilosis para 

fluconazol e C. famata para micafungina. Setenta e oito por cento dos isolados foram 

sensíveis aos três antifúngicos. Anfotericina B foi o antifúngico com maior número de 

isolados susceptíveis (49/50), seguido de micafungina (48/50) e fluconazol (41/50). O único 

isolado resistente à anfotericina B foi de C. lusitaniae, a resistência a micafungina foi 

apresentada por C. famata (1) e C. glabrata (1). Já ao fluconazol, a resistência foi constatada 

pelos três isolados de C. krusei, e por dois isolados do complexo C. parapsilosis, do qual 

também três amostras foram consideradas SDD. Um isolado de C. albicans também foi SDD 

ao fluconazol. 
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Tabela 3 - Valores de CIM apresentados pelas espécies de Candida provenientes das mãos de profissionais de saúde de uma UTIN 

Espécies (n) Anfotericina B Fluconazol Micafungina 

 Intervalo 

µg/mL 

CIM50 CIM90 Média 

µg/mL 
Intervalo 

µg/mL 

CIM50 CIM90 Média 

µg/mL 
Intervalo 

µg/mL 
CIM50 CIM90 Média 

µg/mL 

Complexo C. 

parapsilosis(23) 
0,06-1 0,25 0,5 0,274 0,25-64 1 4 6,66 0,03-1 1 1 0,767 

C. albicans(7) 0,125-0,5 0,25 0,.25 0,232 0,25-4 0,25 0,5 0,857 0,03-0.5 0,06 0,06 0,11 

C. famata(6) 0,125-0,5 0,125 0,5 0,291 1-4 2 2 2 0,03-8 1 1 1,88 

C. lusitaniae(5) 0,125-2 0,5 1 0,75 0,25-1 0,5 0,5 0,5 0,03-2 0,5 2 1 

Outras espécies*(9) 0,03-1 0,125 0,5 0,30 0,5-8 0,5 2 2,25 0,015-1 0,03 0,06 0,185 
Note: MIC50: concentração de antifúngico que inibe o crescimento de 50% dos isolados. MIC90: concentração de antifúngico que inibe o crescimento de 90% dos isolados. 

*Outras espécies: C. krusei (3), C. kefyr (2), C. tropicalis (2), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1). 
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Analisando a susceptibilidade de cada espécie em relação aos três antifúngicos 

testados, o complexo C. parapsilosis apresentou-se significativamente menos susceptível ao 

fluconazol (41S) quando comparado com anfotericina B (50S) e micafungina (50S) (P = 

0,005). Ao comparar a susceptibilidade entre espécies diferentes, os isolados de C. famata 

apresentaram CIM para fluconazol significativamente maior do que C. lusitaniae (P = 

0,0076). CIM estatisticamente maiores também foram observados para micafungina entre os 

isolados do complexo C. parapsilosis e C. albicans (P= 0,0002) e entre C. parapsilosis e o 

grupo de outras espécies (P = 0,039) (Tabela 4). 

 A tabela 4 mostra também a variabilidade dos CIM de acordo com as principais 

espécies incluídas no estudo. A variabilidade intraespécie observada para os isolados de C. 

parapsilosis se destacou entre as demais espécies (média de CIM 6,66 µg/mL e desvio padrão 

de +/- 17,7). 
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Tabela 4 - Comparação da produção de enzimas, biofilme e susceptibilidade aos antifúngicos entre as espécies isoladas das mãos de profissionais 

de saúde de uma UTIN 

 Complexo C. parapsilosis 

(23) 

C. albicans (7) C. famata (6) C. lusitaniae (5) Outras espécies* 

(9) 

P 

Atividade hemolítica 
 

0,715 ± 0,1 

 

0,637 ± 0,04 

 

0,625 ± 0,04 

 

0,758 ± 0,1 

 

0,735 ± 0,15 

 

0,0197 

Produção de 

Biofilme 

 

0,377 ± 0,3 

 

0,40 ± 0,2 

 

0,319 ± 0,1 

 

0,170 ± 0,1 

 

0,507 ± 0,5 

 

0,636 

CIM Anfotericina B 

(µg/mL) 

 

0,274 ± 0,2 

 

0,232 ± 0,1 

 

0,291 ± 0,1 

 

0,75 ± 0,7 

 

0,301 ± 0,2 

 

0,048 

CIM Fluconazol 

(µg/mL) 

 

6,66 ± 17,7 

 

0,857 ± 1,2 

 

2 ± 1 

 

0,5 ± 0,2 

 

2,25 ± 2,6 

 

0,767 

CIM Micafungina 

(µg/mL) 

 

0,767 ± 0,5 

 

0,11 ± 0,1 

 

1,88 ± 2,7 

 

1,0 ± 0,8 

 

0,185 ± 0,2 

 

0,052 

*Outras espécies: C. krusei (3), C. kefyr (2), C. tropicalis (2), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1). 
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Discussão 

É consenso na literatura que a falta ou a inadequada higienização das mãos de 

profissionais de saúde são uma das principais formas de transmissão horizontal de 

micro-organismos responsáveis pela ocorrência de infecções invasivas em pacientes 

críticos, como neonatos. Isto ressalta a importância de se estudar a expressão de fatores 

de virulência e a sensibilidade de micro-organismos presentes na microbiota, incluindo 

Candida spp., de modo a prever a patogenicidade do micro-organismo, adicionado à 

compreensão da relação parasito-hospedeiro e do processo de instalação da doença. 

Há vários estudos relatando a expressão de enzimas fosfolipase e proteinase por 

espécies de Candida isoladas de diferentes sítios anatômicos [6,15]. Entretanto, 

pesquisas que avaliam a produção de hemolisina e DNAse ainda são escassos, tendo 

sido encontrado apenas dois relatos, de um mesmo grupo de estudos, na literatura da 

pesquisa de produção dessas enzimas por Candida spp. isolada das mãos [8,19]. Todas 

as espécies incluídas no estudo apresentaram atividade hemolítica, com variação, no 

entanto, quanto à intensidade de expressão. Apenas dois isolados do complexo C. 

parapsilosis (C. parapsilosis strito sensu e C. metapsilosis), C. lusitaniae (um), C. 

glabrata (um) e C. krusei (um) não apresentaram o fator hemolítico. Quanto à 

intensidade, atividade hemolítica acentuada foi expressa pela maioria dos isolados de C. 

albicans e C. famata. Esta porcentagem se assemelha àquela encontrada em estudos 

com leveduras provenientes de infecções orais e invasivas de pacientes críticos [6,20]. 

O isolado de C. famata com índice hemolítico mais acentuado (0,58) não foi capaz de 

expressar nenhum dos outros fatores de virulência pesquisados. As hemolisinas 

possibilitam ao patógeno sobreviver e persistir no hospedeiro, pois permite o 

fornecimento do íon ferro para o metabolismo celular. A extensão de atividade 

hemolítica apresentada por diferentes isolados são cepa e espécie dependente, conforme 

já assinalado na literatura, apesar do mecanismo da expressão gênica, assim como da 

participação nas vias metabólicas não estarem elucidados [21]. 

C. famata é uma levedura com raro isolamento em infecções invasivas bem 

como da microbiota de indivíduos saudáveis [22]. Entretanto, já houve relatos de 

isolamento em infecções de RN de muito baixo peso internados em UTIN [23]. Desse 

modo, a presença desta levedura na microbiota da pele de profissionais de saúde que 

lidam diariamente com neonatos críticos é algo preocupante, ainda mais porque estes 
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isolados foram capazes de expressar em alta intensidade mecanismos que permitem a 

instalação da doença e evasão das defesas do hospedeiro.  

A produção de DNAse é descrita para alguns gêneros de bactérias como 

Staphylococcus, porém poucos estudos têm demonstrado a expressão desta enzima entre 

fungos, inclusive para espécies de Candida, sendo raros os relatos na literatura que 

tratam deste assunto [6,15]. Neste estudo, pouco mais de 40% dos isolados 

apresentaram atividade de DNAse, e C. famata e o complexo C. parapsilosis,  em sua 

maioria, foram positivos para a atividade da enzima em questão. 

Os isolados de C. albicans, por sua vez, foram negativos para DNAse, embora, 

todos tenham expressado de forma moderada ou acentuada atividade hemolítica e 

biofilme. Um estudo anterior realizado por nosso grupo demonstrou que 20% dos 

isolados provenientes de infecção invasiva avaliados quanto a produção de DNAse, 

apresentaram atividade da enzima, sendo a maioria dos isolados de C. albicans [6]. 

Outro estudo realizado somente com C. albicans isoladas da cavidade oral de indivíduos 

HIV positivos e negativos observou a expressão da enzima em 32% e 12,2% nos 

respectivos grupos [15]. Isolados de diferentes sítios anatômicos, e de mesmos sítios, 

porém oriundos de pacientes em diferentes condições patológicas, expressam fatores de 

virulência, in vitro, em intensidades variadas. Diferentes estudos mostram esta 

condição, e observa-se que a expressão de atividade de DNAse também é variável 

conforme a cepa considerada e entre as diferentes espécies.  

Na microbiota da pele é mais comum a presença de C. parapsilosis, porém C. 

albicans, mesmo sendo encontrada com maior frequência em mucosas, também pode 

ser veiculada por mãos, assim como outras espécies. O contato destes isolados com 

indivíduos imunocomprometidos ou dispositivos médicos pode possibilitar a 

colonização do tecido ou do dispositivo. Como os isolados são capazes de expressar 

fatores de virulência que permitem a aderência, formação de biofilme, e expressão de 

enzimas hidrolíticas, que por sua vez possibilitam a invasão do tecido, manutenção do 

processo infeccioso e na evasão dos mecanismos de defesa do indivíduo, infere-se que 

este conhecimento e informação possam contribuir com maior rigorosidade e cuidados 

no atendimento de pacientes em UTIN. 

Nas leveduras, a formação de biofilme tem sido estudada com maior atenção 

desde a última década em virtude do aumento de infecções fúngicas invasivas no intuito 
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de compreender o seu processo de instalação e como ele influencia na diminuição da 

suscetibilidade aos antifúngicos [24]. Neste estudo foi avaliada a intensidade da 

formação de biofilme por espécies de Candida isoladas das mãos de profissionais de 

saúde de uma UTI neonatal e verificou-se que a maioria dos isolados (86,0%) foi 

formador de biofilme, com 34% apresentando formação moderada ou acentuada, 

facilitando ainda mais a permanência deste micro-organismo na unidade. As espécies 

com maior número de isolados positivos foram complexo C. parapsilosise C. albicans. 

Contrariando a literatura, C. albicans foi a espécie com maior porcentagem de isolados 

com produção moderada de biofilme [25]. Esses resultados chamam a atenção em 

virtude do sítio e população de isolamento, a qual está em contato diário com pacientes 

que ainda não apresentam suas defesas imunológicas totalmente formadas e, que são 

submetidos diariamente a procedimentos invasivos para instalação de dispositivos 

propícios para colonização e posterior formação dessa matriz extracelular, como 

cateteres, nutrição parenteral e sondas. 

Relatos sobre a susceptibilidade de espécies de Candida a antifúngicos têm 

contribuído para conhecimento acerca da situação e epidemiologia, além da vigilância 

quanto ao surgimento de resistência entre a população de micro-organismos que 

circulam em determinado ambiente. Candida spp.  é o quarto patógeno mais frequente 

em infecções invasivas [2]. Relatos de espécies resistentes ao fluconazol, por exemplo, 

é uma situação preocupante já que este geralmente é o antifúngico de primeira escolha 

no tratamento de candidíases invasivas em neonatos. A maioria dos isolados estudados 

foi sensível aos três antifúngicos testados, como também tem sido observado em outros 

estudos que avaliaram a sensibilidade de isolados de candidemia e candidíase 

superficial no Brasil e no mundo [2,26]. Cinco isolados do complexo C. parapsilosis 

apresentou uma sensibilidade dose dependente (N=3) bem como resistência (N=2) ao 

fluconazol, além de terem apresentado um valor de CIM significativamente maior 

também para micafungina em relação às outras espécies, situação preocupante, pois esta 

é a espécie não-albicans mais comum em candidíases invasivas em neonatos [1]. 

Bonassolia, Bertolia e Svidzinski [8], em estudo com C. parapsilosis isoladas mãos de 

profissionais de saúde encontraram um número menor (7,6%) de isolados com 

sensibilidade reduzida e apresentou um valor de CIM inferior (CIM médio 5,42 µg/mL) 

ao observado neste estudo. Esta sensibilidade reduzida e resistência ao fluconazol 

também foi relatada por outros autores que estudaram Candida spp. isoladas de 
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infecções invasivas e de ambiente [27,28]. Resistência in vitro à anfotericina B e 

micafungina foi observada por C. lusitaniae, C. famata e C. glabrata. O isolamento, a 

partir de mãos de profissionais de saúde, de leveduras resistentes às principais classes 

de antifúngicos disponíveis para o tratamento de candidíase invasiva chama a atenção, 

não só, porque estes profissionais trabalham com um público com o sistema 

imunológico que não está formado e que apresentam diversos fatores de risco para 

instalação de infecções como os neonatos prematuros e com muito baixo peso, com os 

quais muitas vezes não se pode errar na escolha da terapia antifúngica. A 

susceptibilidade reduzida apresentada pelos isolados deste estudo pode está relacionada 

com a expressão de biofilme, já que isolados resistentes foram moderados ou fortes 

formadores de biofilme, ao passo que aqueles SDD expressaram fracamente o biofilme. 

Essa condição é viável porque essa matriz extracelular pode conferir proteção e permitir 

a disseminação das células fúngicas [2]. 

Em conclusão, uma diversidade de espécies de Candida foi obtida da microbiota 

das mãos de profissionais de saúde, com predomínio do complexo C. parapsilosis. 

Além disso, o estudo demonstra que isolados provenientes de colonização das mãos de 

profissionais de saúde são virulentos, já que a maioria dos isolados foram capazes de 

expressar ao menos um dos três fatores de virulência avaliados, com destaque para C. 

famata, espécie emergente em ambiente hospitalar, que expressou de forma significativa 

atividade hemolítica, DNAse e biofilme. Isolados resistentes às classes de antifúngicos 

utilizados no tratamento de candidíases invasivas em UTIN também foram encontrados, 

sendo o fluconazol o antifúngico com maior número de isolados com susceptibilidade 

reduzida. Esses resultados alertam sobre a necessidade de maior rigor na prática de 

higienização das mãos contribuindo para o controle das infecçõeseaplicação efetiva das 

medidas de precaução para impedir o contato desses micro-organismos presentes na 

microbiota com pacientes em estado crítico de saúde. 
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ANEXO A – PARECER COMITÊ DE ÉTICA COM PESQUISA EM SERES 

HUMANOS - UFU 
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ANEXO B – FICHA EPIDEMIOLÓGICA 
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Abstract 

Associated with increased survival of preterm infants admitted to Neonatal 

Intensive Care Units (NICU), is increased invasive infections that can lead to death. The 

objective of this study was to describe the temporal trend, risk factors, and outcome of 

invasive infections in a NICU of a hospital of high complexity, emphasizing the 

differences between bacterial and fungal infections. The study was carried out between 

January 2013 and December 2016, with daily follow-up of the newborns by the NHSN 

system. Data were collected such as gestational age (GA), birth weight, use of invasive 

and antimicrobial devices, infections, and hospitalization. In total of 881 newborns, 214 

were found to have bacterial infection, 19 by fungi, and in 12 infants bacterial and 

fungal infections were confirmed, resulting in a hospital infection rate of 12/1000 

patient-days. GA, weight, SNAPE> 24, and use of devices such as catheters, mechanical 
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ventilation, and parenteral nutrition were statistically significant for bacterial and fungal 

infections. Death was 2.6 times higher in those with fungal infection than in those with 

bacterial infection. Occurrence of invasive infections was more meaningful in 2015 and 

2016, a period in which Gram-negative bacteria and yeasts were more frequent, 

impacting morbidity and mortality. These results highlight the importance of constant 

epidemiological surveillance and measures of effective control of infections in the unit. 

Key words: NICU, neonates, epidemiological surveillance, bacterial infections, fungal 

infections 

 

Introduction 

The survival of preterm newborns (NB) in recent years has increased 

considerably due to the advances and use of technology in medicine, which have 

allowed the maintenance of the newborn in the hospital environment until it completes 

its development and maturation of organs and systems
1
. However, neonates in these 

conditions usually present a serious state of health and, therefore, stay weeks to months 

in Neonatal Intensive Care Units (NICU) until they are able to be discharged and in this 

period use several invasive devices to help maintain vital functions and allow the 

administration of medicines and foods.Their prolonged stay in a hospital environment, 

together with the various invasive procedures to which they are subjected, and the 

immature immune system of these neonates, can facilitate the establishment and 

development of nosocomial infections (NI) by bacteria and fungi, which can be serious 

and lead to patient death
2-6

. 

Gram-positive bacteria are mainly responsible for the occurrence of sepsis in 

developed countries, with emphasis on Staphylococcus coagulase negative (CONS), 

with S. epidermidis the most frequent
7
. However, the occurrence of invasive infections 

in NB by Gram-negative bacteria and fungi, especially Candida spp., has increased 

considerably in the last decades
6,8,9

. Infections caused by these agents increase 

hospitalization costs and are associated with higher mortality rates, which can reach 

50% when caused by Gram-negative and 34% when triggered by fungi
10,11

 and may 

contribute to the large number of neonates who have neurodegenerative sequelae
9,12

. 
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Surveillance systems, such as the National Healthcare Safety Network (NHSN), 

which allow the continuous and daily follow-up of NICU patients, are of great relevance 

because they allow access to the profile of patients admitted to the unit, infectious 

syndromes, etiological agents of higher occurrence, and to evaluate which devices are 

associated with the occurrence of infections at anytime of the year and to detect 

intercurrences that may compromise proper functioning of the unit
13

. However, despite 

the importance of daily surveillance, few countries perform this monitoring effectively 

in the NICU, being more common in developed countries
5
. The objective of this study 

was to describe the temporal trend, risk factors, and outcome of invasive infections in a 

NICU of a hospital of high complexity, emphasizing the differences between bacterial 

and fungal infections. 

Patients and methods 

 The study was carried out in the NICU of a public hospital, tertiary care, 

reference in the region, which has 520 beds, of which 15 belong to a NICU. 

 All newborns admitted to the unit for more than 24 hours between January 2013 

and December 2016, with voluntary and confidential participation, were included in the 

study. All NB present at the NICU were monitored daily, from admission to discharge 

or death, using the NHSN system for the collection of epidemiological data
14

. We 

collected data such as gestational age, birth weight, Apgar 5', SNAPPEII, previous 

antimicrobial use, length of hospital stay, and use of invasive devices such as: types of 

central venous catheters (central catheter for peripheral insertion- PICC, umbilical 

venous catheter, venous dissection- phlebotomy, intracath), parenteral nutrition, 

mechanical ventilation, among others). In addition, the NB were evaluated for the  

utilization density (DU - number of CVC-days/number of patient-days))of invasive 

devices to calculate the rate of use for each, and the relationship between infection 

development and days of exposure to each device was determined. The newborns were 

grouped into five categories according to birth weight: <750g, 751–1,000g, 1,001–

1,500g, 1,501–2,500g, and>2,500g. 

 Nosocomial infection cases were determined using the definitions of the Centers 

for Disease Control (CDC)
15

. Patient-days and device-days were collected for central 

venous catheters (CVC), mechanical ventilation, parenteral nutrition, gavage, drain, and 

tracheostomy. Descriptive statistics were provided for each year of participation and the 
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data summated. The incidence of NI (number of patients with at least one NI per 100 

patients) and device-associated NI rates (number of device-associated NI per 1,000 

device-days) were calculated for each unit and totaled for each year of participation. 

Additionally, incidence densities of clinically diagnosed and microbiologically 

confirmed NI were calculated. 

Biological samples from sterile organic sites such as blood and cerebrospinal 

fluid, as well as from other sites such as ocular secretion and urine, were collected based 

on the clinical parameters established by the medical team. The primary isolation of the 

microorganism was done in the bactec system, in the case of blood stream samples, and 

in plaques with specific agar for Gram positive and negative bacteria and fungi. Species 

level identification as well as antimicrobial susceptibility testing were performed using 

the Vitek® Biomérieux automated system. Microbiological data were obtained from the 

Microbiology Sector of the Laboratory of Clinical Analysis of the HC-UFU. Only 

positive cultures for microorganisms that are generally considered contaminants (eg 

Corynebacterium sp., Bacillus sp., Micrococcus) were excluded from the study. 

The control group of this study was formed by infants admitted to the NICU 

during the four years of surveillance and who did not present any episode of infection 

during the time they were hospitalized in the unit. 

Statistical analysis 

Quantitative variables were described through mean, median, maximum, and 

minimum standard deviation. The qualitative variables were described (frequency and 

percentage) by means of double-entry tables and graphs. Risk factors for neonatal 

bacterial and fungal infection were assessed by univariate logistic regression and 

multiple logistic regression followed by selection of variables by the stepwise method
16

. 

Comparison of the number of microorganisms isolated from infections in infants 

hospitalized at the time of the year was done using the multiple comparison test with 

Boferroni correction
17

. All tests were applied using a significance level of 5% (p <0.05) 

and the analyses were performed using the SPSS v.20 program. 
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Ethics Committee 

The research was approved by the Committee of Ethics in Research with Human 

Beings of the Federal University of Uberlandia (CEP-UFU), with number 

989.139/2015. 

 

Results 

 Between January 2013 and December 2016, 881 newborns were admitted to the 

NICU of the Clinical Hospitalof the Federal University of Uberlandia, and a total of 

18,310 patient-days were registered. Among NB included in the study, 53.9% were 

male and 56.4% were born with gestational age equal to or less than 34 weeks. Many 

(34.6%) were considered low birth weight (1500–2499g) and 18.2% were considered to 

be extremely low weight (<1000g). The main reason for hospitalization of these infants 

at the unit was weight below 1500g (32.8%), followed by respiratory problems (31.5%). 

Of the total NB, 73.7% were hospitalized more than seven days in the NICU. 

In total of 881 patients, 221 (25%) presented some type of infection, 214 

(96.8%) bacterial infection was confirmed, 19 (8.6%) were caused by fungi, and in 12 

(5.4%) neonates bacterial and fungal infections were confirmed, resulting in a hospital 

infection rate equal to 12/1000 patient-days. The rate of bacterial infection per 1000 

patient days was 11.6, while the rate of fungal infection per 1000 patient days was equal 

to one. The most common infection was sepsis (63.8%), followed by conjunctivitis 

(29.8%) and urinary tract infection (6.7%). Infections in other anatomical sites 

corresponded to 5.4% of the total infections confirmed during the study period. In 46 

(20.8% of all newborn infants) infection was confirmed in two or more anatomical sites.  

 The utilization density (UD) of devices considered to be at risk for invasive 

infection was 0.48 for peripheral insertionof a central catheter , 0.09 forumbilical 

venous catheter, 0.22 for mechanical ventilation, 0.015 for bladder catheter, 0.003 for 

tracheostomy, and 0.35 for parenteral nutrition. On the other hand, the UD of the 

devices used in those NB that developed bacterial or fungal infection were 0.23 and 

0.03 for PICC, 0.03 for umbilical venous catheter, 0.01 and 0.006 for phlebotomy, 0.01 

and 0.002 for intracath, 0.01 and 0.001 for drain, 0.16 and 0.02 for parenteral nutrition, 
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0.11 and 0.02 for mechanical ventilation, 0.008 and 0.0004 for bladder catheter, and 

0.001 and 0.0004 for tracheostomy, respectively. 

The usage rates of these devices related to infection/patient days were 18.5 for 

umbilical venous catheter, 4.13 for PICC, 5.1 for use of parenteral nutrition, and 6.1 for 

the use of mechanical ventilation. 

Table 1 shows the risk factors for bacterial infection and evolution of the state of 

health of hospitalized neonates for death or discharge during the study period. 

Statistically significant risk factors for the occurrence of bacterial infection were: mean 

GA, mean birth weight, SNAPPE II> 24, use and UD of phlebotomy, intracath, PICC, 

CUV, parenteral nutrition, mechanical ventilation, drainage, bladder catheter, gastric 

tube beyond the mean length of hospital stay. The time of use of the invasive devices 

was on average three times higher in the group with bacterial infection when compared 

to the group of neonates without infection. The hospitalization time of neonates with 

bacterial infection was twice as long as the group without infection. Use of CUV (P = 

0.0216) and the density of use of PICC (P = 0.0009) were independent risk factors for 

the development of bacterial infection. 
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Table 1 - Risk factors for acquisition of bacterial infection and evolution of neonates hospitalized between 2013–2016 

  

 

  Univariate Model 

 

Multivariate Model 

  Without infection(660) With infection (214) p value OR OR (95%CI) 

 

p value OR OR (95%CI) 

  

  

    Lower Upper 

 

    Lower Upper 

Average GA 33 weeks 32.8 weeks 0.0239* 0.99 0.99 1.00 

 

- - - - 

Average weight 1943.12 g 1769.1g 0.0173* 1.00 1.00 1.00 

 

- - - - 

Apgar 5'<7 75 (11.3%) 23 (10.8%) 0.3188 0.95 0.87 1.05 

 

- - - - 

SnappeII>24 146 (22.1%) 85 (38%) 0.0019* 1.01 1.004 1.019 

 

- - - - 

Phlebotomy 15(2.3%) 11 (5.1%) 0.0493* 2.19 1.0 4.80 

 

- - - - 

UD   Phlebotomy 0.008 0.01 0.0101* 1.05 1.01 1.09 

 

- - - - 

Intracath 20 (3.0%) 17 (8.0%) 0.0026* 2.78 1.43 5.42 

 

- - - - 

UD  Intracath 0.01 0.01 0.0003* 1.09 1.04 1.14 

 

- - - - 

PICC 351 (53.2%) 181 (84.5%) 0.000* 4.76 3.19 7.11 

 

- - - - 

UD  PICC 0.23 0.23 0.000* 1.08 1.07 1.10  0.0009* 1.03 1.01 1.05 

UVC 240 (36.7%) 106 (49.5%) 0.0008* 1.70 1.25 2.33 

 

0.0216* 0.60 0.38 0.93 

UD  UVC 0.06 0.03 0.000* 1.11 1.06 1.17 

 

- - - - 

Parenteral Nutrition 281(42.6%) 159 (74.3%) 0.000* 3.85 2.74 5.43 

 

- - - - 

UD  Parenteral Nutrition 0.17 0.16 0.000* 1.09 1.07 1.10 

 

- - - - 

Mechanical ventilation 266 (40.3%) 138 (64.5%) 0.000* 2.66 1.93 3.66 

 

- - - - 

UD  Mechanical ventilation 0.09 0.11 0.000* 1.07 1.05 1.08 

 

- - - - 

Drain 28 (4.2%) 26 (12.1%) 0.0001* 3.15 1.80 5.50 

 

- - - - 

UD  Drain 0.011 0.001 0.0014* 1.09 1.03 1.14 

 

- - - - 

Vesical probe 31 (4.7%) 23 (10.7%) 0.0024* 2.38 1.36 4.17 

 

- - - - 

UD  Vesical probe 10.006 0.008 0.0020* 1.17 1.06 1.29 

 

- - - - 

Gastric probe 587 (88.9%) 200 (93.4%) 0.0694 1.73 0.96 3.14 

 

- - - - 

UD of Gastric probe 0.42 0.35 0.000* 1.06 1.05 1.07 

 

- - - - 

Tracheostomy 3 (0.45%) 2 (0.9%) 0.4236 2.08 0.35 12.54  - - - - 

UD Tracheostomy 0.001 0.001 0.3427 1.05 0.95 1.15  - - - - 

Average length of hospital stay - days 15.88(14.57) 35.24(23.42) 0.000* 1.06 1.05 1.07 

 

- - - - 

Death 60 (9.0%) 26 (12.1%) 0.1524 1.43 0.88 2.35  - - - - 

Note: OR-oods ratio, GA-gestational age, UVC- umbilical venous catheter, UD - utilization density =  nº of  CVC-days/nº of patient-days; SD- standard deviation. * P<0.05.
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The mean gestational age of the neonates with fungal infection was 29 weeks 

and their mean weight was 1408.53 grams, of which 52.6% (10) were born weighing 

less than 1000 grams. Statistically significant risk factors for the occurrence of fungal 

infection were: mean GA, weight, SNAPPE II> 24, phlebotomy UD, intracath, CUV, 

drainage, gastric tube, UD use of PICC, parenteral nutrition, mechanical ventilation, 

tracheostomy, length of hospital stay, and the use of three or more antimicrobials and 

antimicrobial therapy time.The time of use of invasive devices that could be considered 

at risk for the development of fungal infection was on average five times higher in 

relation to the group of neonates without infection. The hospitalization length of 

newborns with fungal infection was three times higher than the group without infection. 

The multivariate analysis showed that the mean hospitalization length (P = 0.0037) and 

death (P = 0.0036) were statistically higher in the NB group with fungal infection 

(Table 2). 
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Table 2 – Risk factors for acquisition of fungal infection and evolution of neonates hospitalized between 2013–2016 

  

 

  Univariate Model 

 

Multivariate Model 

  Without infection(660) With infection (19) p value OR OR (95%CI) 

 

p value OR OR (95%CI) 

  

  

    Lower Upper 

 

    Lower Upper 

Average GA 33 weeks 29 weeks 0.0038* 0.98 0.96 0.99 

 

- - - - 

Average weight 1943.12 g  1408.53 g  0.0212* 0.9992 0.9986 0.9999 

 

- - - - 

Apgar 5'<7 75 (11.3%) 2(10.5%) 0.4584 0.91 0.70 1.17 

 

- - - - 

SnappeII>24 146 (22.1%) 13 (68.4%) 0.0014* 1.03 1.01 1.05 

 

- - - - 

Phlebotomy 15(2.3%) 2 (10.5%) 0.0778 3.92 0.86 17.89 

 

- - - - 

UD Phlebotomy 0.008 0.006 0.003* 1.07 1.02 1.12 

 

- - - - 

Intracath 20 (3.0%) 1 (5.2%) 0.8184 1.27 0.17 9.78 

 

- - - - 

UD Intracath 0.01 0.002 0.0441* 1.06 1.00 1.13 

 

- - - - 

PICC 351 (53.2%) 18 (94.7%) 0.0164* 11.85 1.57 89.16 

 

- - - - 

UD PICC 0.23 0.032 0.0000* 1.06 1.04 1.08 

 

- - - - 

UVC 240 (36.7%) 11 (57.9%) 0.1099 2.12 0.84 5.32 

 

- - - - 

UD UVC 0.06 0.003 0.0102* 1.16 1.04 1.29 

 

- - - - 

Parenteral Nutrition 281(42.6%) 16 (84.2%) 0.0077* 5.40 1.56 18.65 

 

- - - - 

UD Parenteral Nutrition 0.17 0.02 0.000* 1.06 1.04 1.09 

 

- - - - 

Mechanical ventilation 266 (40.3%) 16 (84.2%) 0.0035* 6.35 1.84 21.96 

 

- - - - 

UD Mechanical ventilation 0.09 0.02 0.000* 1.06 1.04 1.08 

 

- - - - 

Drain 28 (4.2%) 5 (26.3%) 0.0008* 6.17 2.13 17.86 

 

- - - - 

UD  Drain 0.011 0.001 0.5616 1.02 0.95 1.10 

 

- - - - 

Vesical probe 31 (4.7%) 1 (5.2%) 0.8709 0.84 0.11 6.45 

 

- - - - 

UD Vesical probe 0.006 0.0004 0.8175 1.02 0.83 1.26 

 

- - - - 

Gastric probe 587 (88.9%) 19 (100%) 0.9891 1.00 - - 

 

- - - - 

UD Gastric probe 0.42 0.04 0.000* 1.05 1.03 1.07 

 

- - - - 

Tracheostomy 3 (0.45%) 1 (5.2%) 0.0304* 11.88 1.26 11.60  - - - - 

UD Tracheostomy  0.001 0.0004 0.3035 1.07 0.94 1.23  - - - - 

Average length of hospital stay - days 15.88(14.57) 50.79  0.000* 1.04 1.03 1.06 

 

0.0037* 10.24 2.13 49.27 

Use of antibiotics 268 (40.6%) 17 (89.5%) 0.005* 8.21 1.88 35.74  - - - - 

Use of 3 or more antibiotics 58 (8.8%) 14 (73.7%) 0.000* 11.84 4.20 33.33  - - - - 

Time of antibiotic use – days 5.01(7.99) 19(19.75) 0.000* 1.08 1.05 1.11  - - - - 

Death 60 (9.0%) 6 (31.6%) 0.0034* 4.42 1.63 11.96  0.0036* 1.14 1.04 1.24 

Note: OR-oods ratio, GA-gestational age, UVC- umbilical venous catheter, UD, utilization density = nº of  CVC-days/nº of patient-days; SD- standard deviation. * P<0.05.
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Between 2013 and 2016, 401 microorganisms were isolated from neonates 

hospitalized in the unit, of which 145 (36.1%) were only in the year 2016 and the most 

frequent was the CONS, corresponding to 41.3% of the total of isolates. Fifty-eight 

percent of the isolates were Gram-positive bacteria, 37% were Gram-negative bacteria, 

and 5% were yeasts (Table 3). 

Table 3 - Microorganisms causing invasive infections in neonates hospitalized at the 

NICU of the study in the years of 2013 to 2016 

Microorganisms 2013 2014 2015 2016 Total 

 N % N % N % N % N % 

Streptococcussp.  2 2.1 1 1.3 1 1.3 2 1.4 6 1.6 

CONS 41 43.5 37 45.5 38 46.7 49 33.8 165 41.3 

Staphylococcus aureus 21 22.2 6 7.4 10 12.3 14 9.6 51 12.7 

Enterococcus faecalis 4 4.3 3 3.8 2 2.4 1 0.7 10 2.5 

Escherichia coli 4  4.3 3 3.8 3 3.8 7 4.8 17 4.2 

Klebsiella pneumoniae 3 3.2 1 1.3 3 3.8 15 10.3 22 5.5 

Klebsiella oxytoca 0 0 0 0 0 0 1 0.7 1 0.2 

Pseudomonas aeruginosa 5 5.3 15 18.5 1 1.3 19 13.1 40 10.0 

Serratia marcescens 4 4.3 2 2.4 2 2.4 5 3.4 13 3.2 

Stenotrophomonas maltophilia 1 1.1 0 0 3 3.7 1 0.7 5 1.2 

Acinetobacter baumannii 0 0 4 4.9 8 9.9 4 2.8 16 4.0 

Enterobacter aerogenes 0 0 0 0 0 0 1 0.7 1 0.2 

Enterobacter cloacae 5 5.3 2 2.4 1 1.3 6 4.1 14 3.5 

Citrobacter koseri 0 0 1 1.3 0 0 0 0 1 0.2 

Bacteria ESBL +* 0 0 0 0 1 1.3 8 5.5 9 2.2 

Others 2 2.2 2 2.4 3 3.7 3 2.1 10 2.5 

Candida albicans 1 1.1 2 2.4 4 4.8 4 2.8 11 2.8 

C. parapsilosis  1 1.1 1 1.3 0 0 4 2.8 6 1.6 

C. guilliermondii 0 0 0 0 0 0 1 0.7 1 0.2 

Trichosporon sp. 0 0 1 1.3 1 1.3 0 0 2 0.4 

Total isolates 94 23.5% 81 20.2% 81 20.2% 145 36.1% 401 100% 

Note: *ESBL-producing species: Klebsiella pneumonia (8), Escherichia coli (1). ** **others species in 2013: 

Staphylococcus lugaunanas (1), Haemophylus sp. (1); 2014: Staphylococcus warneri (1), Proteus mirabilis (1); 2015: 

Burkhoderia cepacia (1), Elizabethkingia meningoséptica (1), Cronobacter sakazakii (1); 2016: Enterobacter acogenes 

(1), Ralstonia pickettii (1), Staphylococcus warneri (1). 
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The Figure 1 shows the accumulated microorganisms isolated in each year of 

research. There was a statistical difference in the number of isolates from the years of 

2015 and 2016 when compared to 2013 and 2014. 

 

 

Note: Between years with different letters p <0.05. 

Figure 1 - Comparison of the number of microorganisms and cumulative yeasts isolated 

from infection in infants admitted to the NICU of the study between the four years of 

surveillance 

Figure 2 shows the distribution of the isolates in each year of study. In 2013, a 

higher percentage of Gram-positive bacteria (72.3%) was observed and only 2.0% were 

yeasts. In 2014 and 2015, although Gram-positive bacteria still were the majority of 

isolates, with 58.0% and 62.0% of the total of isolates, an increase of infections by 

Gram-negative bacteria and yeasts was observed. Isolation of microorganisms was 

significantly higher in 2016 than in the other study years, accounting for 48.2% (70) of 

the total of Gram-negative isolates and 6.2% (9) of yeasts, among Gram-negative 

bacteria P. aeruginosa was the more frequent (27.4%). 
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Figure 2 - Distribution of microorganisms isolated from newborns admitted to the 

NICU of the study  in each surveillance year 

 

Discussion 

Continuous epidemiological surveillance in hospital units at risk for NI can be 

used to determine the most frequent infections and the most common microorganisms, 

making possible the adoption of measures to reduce the occurrence of NI, with the 

intent to reduce morbidity and mortality rates. Sepses are the most serious infections in 

NICU, although they are the most common, presenting high mortality rates. 

Epidemiological surveillance in the NICU of the Clinical Hospital of the Federal 

University of Uberlandia between 2013 and 2016 showed that the most frequent 

infection was sepsis (63.8%), four times higher than that observed in the unit in 

previous years
18

.  

Neonates using some type of catheter were up to four times more likely to 

develop bacterial infection than those who did not. Weight below 2500 grams, need for 

parenteral nutrition, mechanical ventilation, drain use, and hospitalization time of more 

than seven days were also significant factors for the development of bacterial infections. 

The use of these devices and low birth weight are conditions described in the literature 

that significantly increase the occurrence of invasive infections
19

. However, the 
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utilization density of PICC and use of UVC were independent factors for the occurrence 

of bacterial infection. 

Due to the severity of some NB admitted to the NICU, there is often need for 

surgical procedures, and many are submitted to prophylactic antibiotic therapy, which 

may favor colonization of the skin, mucous membranes, and gastrointestinal tract by 

yeasts, especially Candida spp., which may in some cases initiate a serious infectious 

process
20

. Neonates with gestational age less than 28 weeks and weight below 1000 

grams presented a higher risk of developing invasive fungal infection, as already 

observed in the literature
21,22

. In this study, there was an expressive increase in neonates 

with a more severe clinical condition than some years ago, emphasized by low birth 

weight, gestational age<34 weeks, and SNAPPE II>24. Those NB requiring use of 

devices like PICC, tracheostomy, and three or more antibiotics classes had a risk of 

developing fungal infection 11.85 times greater. In addition, the average time of use of 

these devices was up to 31.5 days for PICC, considered as high, since time of use over 

seven days may lead to the development of invasive infections, leading to an increase in 

hospital costs as well as morbidity and mortality rates
23

. Newborns affected by fungal 

infections were hospitalized 50 days on average. Multivariate analysis confirmed that 

prolonged hospitalization length was an independent risk factor for acquisition of fungal 

infection. Several authors affirm that broad spectrum antibiotic therapy for long term 

and prolonged hospital stay, respectively, increase the chances of an invasive fungal 

infection, strongly compromising the infant's state of health
6,11,24

. 

In this study, it was observed that neonates with fungal infection were admitted 

to the unit in the most critical state, since 37% were extremely premature, 63% had 

previous bacterial infection, and, due to the severity of their clinical condition, they 

remained hospitalized on average 34.91 and 15.55 more days in the unit than those 

infants without infection or only with bacterial infection, respectively. In addition, 

newborns with fungal infection died 2.6 times more (data not shown), and five of the six 

neonates with fungal infection who died had developed a concomitant bacterial 

infection. According to literature data, morbidity and mortality rates due to invasive 

fungal infection, especially candidiasis, in critically ill neonates are high, showing that 

this type of infection is more serious than bacterial infections with higher death rates 

and more severe sequelae, it is also a worldwide public health problem that deserves 

attention and greater prophylaxis
8
.  
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Invasive infections by Gram-positive bacteria are frequent in NICU of hospitals 

in developed countries
25

. In developing countries, NI by Gram-negative bacteria is more 

common, accounting for up to 78% of cases
26

. In this study, CONS was the most 

frequent microorganism, corresponding to 41.3% of the total number of isolates. 

However, because it was a microorganism of low virulence, no newborns died due to 

infections. On the other hand, there was an expressive increase in the isolation of Gram-

negative bacteria in 2015 and 2016, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, which corresponded to 15% (2015) and 31.7% 

(2016), respectively, of the total isolates. The increase in Gram-negative infections is a 

cause for concern, as they trigger notoriously more serious infectious processes than 

those caused by Gram-positive bacteria, not only because they affect more debilitated 

patients, such as extremely low birthweight (<1000g), but also because resistance to 

broad spectrum antimicrobials, as is the case for ESBL producers, which in 2016 

corresponded to 10% of the total Gram-negative bacteria. Morkel (2014)
26 

reported in 

his study that in developing countries, often access to new-generation antimicrobials are 

limited because of the high cost. 

Surveillance also revealed an increase in invasive infections by yeasts, especially 

Candida species, as the infection rate increased significantly from 2.1% in 2013 to 6.2% 

in 2016. A 12-year surveillance study conducted in two tertiary hospitals in the USA 

showed an increase from 15 to 30 patients with invasive candidiasis from 2000 to 2003, 

followed by a significant reduction in the occurrence of this infection, driven mainly by 

the prophylactic use of antifungal agents
8
. 

Previous studies carried out in the same unit showed the predominance of NI by 

Gram-positive bacteria, especially CONS, with isolation that was more than twice the 

number of Gram-negative bacteria between 2009 and 2010
18,27

. At the time of these 

studies, the justification for the reduction of the use of Gram-negative insulation was 

structural reform carried out at the Clinical Hospital of the Federal University of 

Uberlandia NICU, resulting in improved quality of care as well as increased number of 

sinks, space between beds, and number of professionals. However, in this study, the 

increase of bacterial infections by Gram-negative bacteria in 2015, being more 

pronounced in 2016, can be justified by the economic crisis of the country, which began 

at the end of 2014 and resulted in the cut of expenses for health care and professionals. 

This all reflected in the dispensation of contracted professionals of the unit, as well as in 
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a shortage of medicines and new generation antibiotics (which are more expensive), as 

well as in the use of invasive devices of inferior quality to the ones used previously. 

Gram-negative bacterial infections are notoriously worse than those caused by 

Gram-positive bacteria not only because they affect more debilitated patients, such as 

extremely low birth weight infants (<1000g), but also because they are resistant to 

broad-spectrum antimicrobials, as is the case of ESBL producers, which in 2016 

corresponded to 10% of the total Gram-negative bacteria. In countries with the same 

economic situation, such as Brazil, the rate of isolation of Klebsiella pneumoniae ESBL 

positive in NICU may exceed 50%. These results are worrisome because less-wealthy 

countries have more limited access to the latest antimicrobials launched in the market
26

. 

In countries like Kuwait, Turkey, and Egypt, Klebsiella spp. was also the most frequent 

Gram-negative bacteria, with 14.3% being ESBL producers in the latter two 

countries
25,28,29

. 

In conclusion, in this study, an expressive increase was observed in the 

infections triggered by Gram negative bacteria and yeasts when compared with previous 

studies in the same NICU. This increase was caused by the hospitalization of newborns 

in a more serious state of health, especially those with a weight lower than 1500g and 

possibly due to the country's precarious financial situation, which impacted on the 

highest occurrence of deaths. These results demonstrate the importance of constant 

epidemiological surveillance and the maintenance of infection control measures in the 

neonatal department. 
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Abstract 

Colonisation of health professionals’ hands by potentially pathogenic microorganisms 

capable of expressing virulence factors, such as Candida spp., is worrisome because of 

the high contact between patients and professionals. The aims were to evaluate, in vitro, 

the virulence factors: haemolytic activity, DNAse expression, biofilm formation, and 

susceptibility for antifungal agents, specifically: amphotericin B, fluconazole, and 

micafungin of Candida species isolated on health professionals’ hands from a Neonatal 

Intensive Care Unit (NICU). Fifty isolates of Candida spp. were studied: 19 C. 

parapsilosis stricto sensu, three C. metapsilosis, one C. orthopsilosis, seven C. albicans, 

six C. famata, five C. lusitaniae, three C. krusei, two C. kefyr, two C. tropicalis, one C. 
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glabrata, and one C. guilliermondii. The haemolytic activity and DNAse were 

investigated using blood agar and DNAse agar, respectively. Biofilm production was 

evaluated through XTT sodium salt reduction ability and the evaluation of the 

susceptibility of the isolates to antifungals was done through the microdilution 

methodology. Fourty-nine isolates were able to express at least one of the three 

virulence factors investigated. C. albicans showed more intensehaemolytic activity. 

DNAse production was statistically different between the C. parapsilosis complex and 

C. albicans, between the C. parapsilosis complex and C. krusei, between C. famata and 

C. albicans, and between C. famata and C. krusei.Forty-three isolates produced biofilm. 

Seventy-eight percent of the isolates were sensitive to the three antifungals. This study 

demonstrated that Candida isolated from colonisation of health professionals’hands 

have virulence. 

Key words: Candida spp., virulence, biofilm, antifungals, hand colonisation. 

 

Introduction 

Candida species are the main opportunistic fungal pathogens that affect 

hospitalised patients in health services. In newborns, Candida spp. is the third most 

isolated microorganism of invasive infections, C. albicans and C. parapsilosis being the 

most frequent species, followed by C. tropicalis, C. glabrata, and C. krusei [1,2]. The 

morbimortality of invasive candidiasis in critical neonates may reach 59%, and 

approximately 60% of the neonates recovering from this type of infection have some 

neurodegenerative sequelae [3]. Newborns admitted to a Neonatal Intensive Care Unit 

(NICU) have an immature immune system, which is associated with low birth weight, 

prematurity, underlying disease, and extrinsic risk factors (central venous catheter use, 

parenteral nutrition, and others), and are exposed to infectious agents [1].  

The installation of infection by Candida spp. occurs when there is an imbalance 

in the parasite-host relationship, a consequence of the association between the 

inefficiency of individual defenses and expression of virulence factors by 

microorganism. There are several virulence factors described for fungi. For Candida 

species, haemolytic activity, expression of proteases, phospholipases, and DNAs, and 

biofilm formation capacity, among others, are important for tissue colonization and for 
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various consolidation phases of the infection process [2,4]. Mechanisms by which 

virulence factors contribute to the pathogenesis are diverse. For example, haemolysins 

promote the lysis of red blood cells, allowing the iron to be obtained, which is important 

in the development and multiplication of yeast [5]. Mechanisms by which DNAse 

enzymes contribute to the virulence of the microorganism are not entirely clear, but it 

has been proposed that it collaborates in the escape from neutrophil extracellular traps 

by degrading the DNA that compose it [6,7]. Biofilm formation may make the yeast less 

susceptible to antifungal actions, as well as allowing adhesion, colonisation, and 

maintenance of viable cells in invasive devices and host tissues. Biofilm is a complex 

structure composed of yeasts, hyphas, and pseudohyphas that are surrounded by an 

extracellular matrix, which allows not only fixation of the microorganism to surfaces of 

medical and invasive devices, but also the natural defenses and of antifungal drugs such 

as fluconazole and amphotericin B [2]. 

It is estimated that about 60% of health care professionals have Candida spp. in 

the microbiota of their skin, with C. parapsilosis being the most frequent according to 

some studies [8]. This knowledge is important because it shows that these 

microorganisms circulate in the environment, being carried by people. This fact is 

important in health service settings where the circulation of microorganisms with 

virulence or resistance to drugs can be transmitted to immunocompromised individuals 

if biosafety precautions are not adequate. Consequently, the route of exogenous 

circulation or transmission of yeast are related to their ubiquitous presence in a hospital 

environment, as well as on the hands of those who deal directly with patients. 

Therefore, this form of transmission can be avoided by adopting adequate and 

standardised techniques of hand hygiene before and after interaction with the patient 

[9]. 

The aim of the present article was to study, in vitro, the virulence factors: 

haemolytic activity, DNAse expression, and biofilm formation as well as the 

susceptibility to antifungal agents amphotericin B, fluconazole, and micafungin of 

Candida species isolated from the hands of health professionals of a neonatal ICU. 

Material and Methods 

The study was performed with isolates of Candida spp. obtained from hands of 

healthcare workers in a NICU of a hospital of high complexity that has 520 beds, of 
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which 15 belong to a NICU and is part of the High Risk Nursery of the Institution. 

 The yeast isolates (50) were obtained from samples collected from 134 NICU 

professionals. After signing the informed consent form, they simulated hand washing in 

a sterile polypropylene bag containing 30 mL of sterile physiological saline (NaCl 

0.9%). The material was placed in 15 mL sterile falcon tubes and centrifuged at 4,000 

rpm for 10 minutes. Then, the supernatant was discarded and 0.1 mL of the sediment 

was seeded on plates with Sabouraud dextrose agar (SDA) (Isofar, Duque de Caixas, 

RJ, Brazil), plus chloramphenicol, as well as on chromogenic agar plates (Himedia, 

Mumbai, India) and incubated at 30°C for up to 72 hours [10]. 

Yeasts were identified by the classical methodology [11], and C. albicans 

isolates were confirmed using polymerase chain reaction (PCR) with specific primers 

for differentiation of C. dubliniensis as proposed by Estrada-Barraza et al. [12]. Isolates 

identified as C. parapsilosis were differentiated into C. parapsilosis strito sensu, C. 

metapsilosis, and C. orthopsilosis by restriction fragment length polymorphism (RFLP)-

PCR, according to Tavanti et al. [13]. 

Screening for haemolytic and DNAse activities 

Each SDA culture (24–48 hours) was suspended in saline solution (0.9%) with 

turbidity equivalent to tube two of the McFarland scale (1x10
8
 to 5x10

8
 CFU/mL). 

Subsequently, five μL aliquots of each suspension were deposited at points equidistant 

in Petri dishes (90x15mm) containing DNAse agar (Hexis, São Paulo, Brazil) and 

sheep's blood agar 7% [6]. Incubation was done at 30ºC for seven days for DNAse 

research and for 48 hours for analysis of haemolytic activity [5,14]. 

Tests were done in duplicate, interpretation and description of the results were 

performed as follows: the presence of haemolytic activity was observed through 

visualisation of haemolysis around the colony. The haemolytic activity was measured 

by the ratio of colony diameter (dc) to the haemolysis zone (dcp). The results were 

expressed as dc/dcp: Hi (haemolytic index) and classified as negative (Hi=1), moderate 

(0.63 <Hi <1) and marked (or Hi≤0.63) [15]. 

The results of DNAse activity were expressed as positive or negative according 

to the presence or absence of a whitening halo around the colony (Riceto et al., 2015). 
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Biofilm formation assays 

Evaluation of the biofilm formation capacity by the studied isolates was done 

according to methodology proposed by Pierce et al. [16], with modifications. Briefly, 

10μL of a 24 hour culture in SDA from each isolate was inoculated into 15mL yeast, 

peptone, and dextrose broth (YPD) and incubated for 12 to 18 hours at 35°C. 

Subsequently, the material was centrifuged at 4,000 rpm for five minutes, the 

supernatant discarded, and the pellet washed three times with phosphate buffered saline 

(PBS) (1:10), before centrifugation and resuspension in PBS. Then the suspension was 

diluted in RPMI 1640 (Himedia, Mumbai, India) supplemented with glucose and 

buffered with MOPS ([N-morpholino] propane sulfonic acid) (Hexis, São Paulo, Brazil) 

with turbidity equivalent 0.5 of the McFarland scale, containing approximately 1x10
6
 

CFU/mL. One hundred μL was dispensed into each well of 96-well plates. After 

incubation at 35°C for 24 hours, the samples were washed three times with 1x PBS to 

remove planktonic cells prior to addition of 100 μL of 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-

Sulfophenyl) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) and menadione, 0.5 mg/mL 

(0.1mM solution) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). The plates were wrapped with 

aluminum paper and incubated again at 35°C for two hours. After this time, 80μL of 

each sample was transferred to another plate and read in a spectrophotometer with wave 

compliance of 490nm. The test was done four times and results were expressed 

according to the mean of the absorbance observed in each test. The results were 

classified according to the absorbance in: 1) non-biofilm producers (OD <0.10), 2) 

weak producers (0.11 <OD <0.40), 3) moderate producers (0.41 < DO <0.74,) and 4) 

high biofilm producers (OD> 0.75). 

Antimicrobial resistance testing 

The evaluation of susceptibility to antifungal fluconazole (Fluoxol, La Paz, 

Bolivia), amphotericin B (Cristália, São Paulo, Brazil), and micafungin (Raffo, Buenos 

Aries, Argentina) was done by broth microdilution method, as described in documents 

M27-A3-S3 and M24-S4 [17,18]. Briefly, from a 24 hour colony on SDA a suspension 

was made in RPMI 1640, supplemented with glucose (2%) and buffered with MOPS, 

containing 1x10
6
 cells/mL, and 100μL was pipetted in 96-well plates containing 

different concentrations of each antifungal, to a final concentration in each well ranging 

from 0.03 μg/mL to 16 μg/mL for amphotericin B and micafungin, and ranging from 
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0.125 to 64 μg/mL for fluconazole. After 24 hours of incubation at 35ºC, the plates were 

read in a spectrophotometer at 490nm. Tests were done in duplicate and results 

expressed by the mean absorbance observed for each antifungal concentration. C. 

albicans ATCC 90028 and C. parapsilosis ATCC 22019 were used as controls for the 

performed tests. 

 Trials with azole and micafungin were used to determine the lowest 

concentration capable of inducing around 50% growth inhibition in the microorganism 

evaluated in relation to the control well, and identified as the Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) of the drug. However, amphotericin B to MIC was the lowest 

concentration capable of inducing around 80% of growth [17]. 

The interpretation of MIC and cutoff points for each antifungal and each species 

were considered according to the current norm in CLSI documents M27-A3-S3 and 

M27-S4, and are described in Table 1 [17,18]. 

Table 1 - Standard cut-off points for interpretation of MIC values for Candida species 

according to CLSI. 

Antifungal agent Species MIC range (µg/mL) Reference 

S SDD I R  

Anfotericina B All species ≤1 - - >1 CLSI, 2008 

 

 

Fluconazole 

C. albicans ≤2 4 - ≥8 CLSI, 2012 

C. glabrata - ≤32 - ≥64 CLSI, 2012 

C. krusei - - - - CLSI, 2012 

C. parapsilosis ≤2 4 - ≥8 CLSI, 2012 

C. tropicalis ≤2 4 - ≥8 CLSI, 2012 

Another species ≤ 8 16-32 - ≥ 64 CLSI, 2008 

 

 

Micafungin 

C. albicans ≤0.25 -- 0.5 ≥1 CLSI, 2012 

C. glabrata ≤0.06 -- 0.12 ≥0.25 CLSI, 2012 

C. tropicalis ≤0.25 - 0.5 ≥1 CLSI, 2012 

C. krusei ≤0.25 - 0.5 ≥1 CLSI, 2012 

C. parapsilosis ≤2 - 4 ≥8 CLSI, 2012 

C. guilliermondii ≤2 - 4 ≥8 CLSI, 2012 

Another species ≤ 2 - - ≥4 CLSI, 2008 

Note: S: sensitive, SDD: sensitive dose-dependent, I: intermediate, R: resistant. 
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Ethical statement 

The research was approved by the Committee of Ethics in Research with Human 

Beings of the Federal University of Uberlandia (CEP-UFU), with number 

989.139/2015. 

Statistical analysis 

 Comparing the haemolytic activity, DNAse, and biofilm production, the Mann-

Whitney test was used when a comparison was made between two species, and Kruskal-

Walis was used to compare all species. In order to evaluate antifungal susceptibility, 

Student's T-Test was used when comparing two species for each antifungal, when the 

comparison was made between all species, one-way Anova test was used. To compare 

the response of each species among the three antifungal drugs, the Kruskal-Walis test 

was used. Values of p <0.05 were considered significant. 

 

Results 

Of the 50 isolates identified, 19 were C. parapsilosis stricto sensu, three C. 

metapsilosis, one C. orthopsilosis, seven C. albicans, six C. famata, five C. lusitaniae, 

three C. krusei, two C. kefyr, two C. tropicalis, one C. glabrata, and one C. 

guilliermondii. 

Assessing of the virulence factors, 49 (98%) isolates were able to express at least 

one of the three virulence factors studied and 17 (34%) simultaneously expressed all the 

factors studied. 

Only one isolate of C. metapsilosis did not produce any of these factors. Figure 1 

shows the frequency of isolates that showed haemolytic activity, expressed DNAse, and 

formed biofilms, according to the main species. 
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Note: Others species - C. krusei (3), C. kefyr (2), C. tropicalis (2), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1). 

Figure 1 - Expression of virulence factors in Candida spp. from hands of health 

professionals from a NICU 

 

Haemolytic activity was observed for all isolates of C. albicans and C. famata, 

and in the majority of isolates of C. parapsilosis (91.2%) and C. lusitaniae (80%). Most 

isolates of C. albicans (71.4%) and C. famata (83.3%) had strong haemolytic activity. 

When comparing the activity of this enzyme among species, C. albicans isolates had a 

more marked haemolytic activity than C. parapsilosis isolates (P = 0.0395) and C. 

lusitaniae (P = 0.0284). C. famata isolates also showed higher activity than C. 

parapsilosis (P = 0.0192), C. lusitaniae (P = 0.0176) and other species (P = 0.0392). 

 Forty-two percent of all isolates were DNAse activity positive, the majority 

belonged to C. parapsilosis complex (13 isolates, 56.5%) and C. famata (five isolates, 

83.3%). No isolates of C. albicans and one of C. guilliermondii expressed the enzyme 

in vitro (Table 2). Statistically significant differences in the production of this enzyme 

were found between C. parapsilosis complex and C. albicans (P = 0.0257), between C. 

parapsilosis complex and C. krusei (P = 0.0488), between C. famata and C. albicans (P 

= 0.0124), and between C. famata and C. krusei (P = 0.0216). 
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Table 2- Haemolytic activity, DNAse, and biofilm production of Candida spp. isolates from the hands of health professionals from the NICU  

Species Isolate number  

n (%) 

Haemolytic activity score
a
 

n (%) 

DNAse expression 

n (%) 

Biofilm score
b
 

n (%) 

  1 2 3 Negative Positive  1 2 3 4 

C. parapsilosis 

complex 

 

23(100%) 
2(8.8%) 16(69.5%) 5(21.7%) 

 

 

10(43.5%) 

 

 

13(56.5%) 3(13%) 14(60.8%) 5(21.7%) 1(4.5%) 

C. albicans 7(100%) 
0 2(28.6%) 5(71.4%) 

7(100%) 0 
1(14.4%) 3(42.8%) 3(42.8%) 0 

C. famata 6(100%) 
0 1(16.7%) 5(83.3%) 

1(16.7%) 5(83.3%) 
1(16.7%) 3(50%) 2(33.3%) 0 

C. lusitaniae 5(100%) 
1(20%) 4(80%) 0 

3(60%) 2(40%) 
1(20%) 3(60%) 1(20%) 0 

Others species* 9(100%) 
2(22.2%) 5(55.6%) 2(22.2%) 

8(88.8%) 1(11.2%) 
1(11.1%) 3(33.3%) 4(44.5%) 1(11.1%) 

Total 50(100%) 
5(10%) 28(56%) 17(34%) 

29(58%) 21(42%) 
7(14%) 26(52%) 15(30%) 2(4%) 

Note: 
a
Haemolytic activity scores: 1: did not present enzymatic activity (Hi=1); 2: moderate enzymatic activity (0.63 <Hi <0.99); 3: Enhanced enzymatic activity (Hi≤ 0.63). 

b
Score for biofilm production: 1: non-biofilm producer; 2: weak biofilm producer; 3: moderate producer; 4: strong biofilm producer. * Other species: C.krusei (3), C. kefyr 

(2), C. tropicalis (2), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1).
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 Regarding biofilm, 43 (86%) of isolates were able to form it, two with strong 

expression, 15 with moderate expression, and 26 with weak formation. Most of the 

isolates were classified as weak biofilm producers (52%), and intense expression was 

observed in only two isolates: one from C. parapsilosis and another from C. kefyr 

(Table 2). One C. krusei isolate also did not form a biofilm. No statistically significant 

difference was found in biofilm formation among the species studied (Table 4). 

Table 3 shows the ranges of MIC variation among the three antifungals tested. 

C. lusitaniae presented the highest MIC for amphotericin B, C. parapsilosis complex 

for fluconazole, and C. famata for micafungin. Seventy-eight percent of the isolates 

were sensitive to the three antifungals. Amphotericin B was the antifungal with the 

highest number of susceptible isolates (49/50), followed by micafungin (48/50), and 

fluconazole (41/50). The only isolate resistant to amphotericin B was C. lusitaniae, 

resistance to micafungin was observed for C. famata (1) and C. glabrata (1). As for 

fluconazole, resistance was exhibitedby the three isolates of C. krusei and by two 

isolates of the C. parapsilosis complex, of which three samples were also considered 

SDD. One C. albicans isolate was also SDD to fluconazole. 
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Table 3 - MIC values presented by the candidate species from hands of health professionals from the NICU 

Species (n) Amphotericin B Fluconazole Micafungin 

 Variation 

range 

MIC50 MIC90 Average Variation 

range 

MIC50 MIC90 Average Variation 

range 
MIC50 MIC90 Average 

C. parapsilosis complex 

(23) 

0.06-1 0.25 0.5 0.274 0.25-64 1 4 6.66 0.03-1 1 1 0.767 

C. albicans (7) 0.125-0.5 0.25 0.25 0.232 0.25-4 0.25 0.5 0.857 0.03-0.5 0.06 0.06 0.11 

C. famata (6) 0.125-0.5 0.125 0.5 0.291 1-4 2 2 2 0.03-8 1 1 1.88 

C. lusitaniae (5) 0.125-2 0.5 1 0.75 0.25-1 0.5 0.5 0.5 0.03-2 0.5 2 1 

Others species* (9) 0.03-1 0.125 0.5 0.30 0.5-8 0.5 2 2.25 0.015-1 0.03 0.06 0.185 
Note: MIC50: concentration of antifungal that inhibits the growth of 50% of the isolates. MIC90: concentration of antifungal that inhibits the growth of 90% of the isolates. 

*Others species: C. krusei (3), C. kefyr (2), C. tropicalis (2), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1). 
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Compared with amphotericin B (50S) and micafungin (50S), C. parapsilosis 

complex was significantly less susceptible to fluconazole (41S) compared to 

amphotericin B (50S) (P=0.005). When comparing susceptibility among different 

species, isolates of C. famata showed MIC significantly higher for fluconazole than C. 

lusitaniae (P=0.0076). Statistically significant MICs were also observed for micafungin 

among C. parapsilosis and C. albicans (P=0.0002) and other isolates (P=0.039) (Table 

4). 

Table 4 also shows the variability of MICs according to the species studied.  

Intraspecies variability observed for C. parapsilosis isolates was highlighted among 

other species (mean MIC 6.66 µg/mL and standard deviation of +/- 17.7). 
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Table 4 -Comparison of the production of enzymes, biofilm, and susceptibility to antifungal among species isolated from the hands of health 

professionals of the NICU  

 Candida complex 

C.parapsilosis (23) 

C. albicans (7) C. famata (6) C. lusitaniae (5) Others species* (9) P 

Haemolytic activity  

0.715 ± 0.1 

 

0.637 ± 0.04 

 

0.625 ± 0.04 

 

0.758 ± 0.1 

 

0.735 ± 0.15 

 

0.0197 

Biofilm Production 0.377 ± 0.3 0.40 ± 0.2 0.319 ± 0.1 0.170 ± 0.1 0.507 ± 0.5 0.636 

MIC Amphotericin 

B 

 

0.274 ± 0.2 

 

0.232 ± 0.1 

 

0.291 ± 0.1 

 

0.75 ± 0.7 

 

0.301 ± 0.2 

 

0.048 

MIC Fluconazole  

6.66 ± 17.7 

 

0.857 ± 1.2 

 

2 ± 1 

 

0.5 ± 0.2 

 

2.25 ± 2.6 

 

0.767 

MIC Micafungin  

0.767 ± 0.5 

 

0.11 ± 0.1 

 

1.88 ± 2.7 

 

1.0 ± 0.8 

 

0.185 ± 0.2 

 

0.052 

*Others species: C. krusei (3), C. kefyr (2), C. tropicalis (2), C. glabrata (1), C. guilliermondii (1). 
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Discussion 

It is a consensus in the literature that the absence of or inadequate application of 

hand hygiene for health professionalsis one of the main forms of horizontal 

transmission of microorganisms responsible for the occurrence of invasive infections in 

critical patients, such as neonates. This emphasises the importance of studying the 

expression of virulence factors and the sensitivity of microorganisms present in the 

microbiota, including Candida spp., in order to predict the pathogenicity of 

microorganisms, add to the understanding of the parasite-host relationship, and the 

process of establishing disease. 

There are several studies reporting the expression of phospholipase and 

proteinase enzymes by Candida species isolated from different anatomical sites [6,15]. 

However, research evaluating the production of haemolysin and DNAse is still scarce. 

Only two reports, from the same group of studies, were found in the literature on the 

production of these enzymes by Candida spp. isolated from the hands [8,19]. 

All species included in the study presented haemolytic activity; however, with 

variation in the intensity of expression. Only two isolates of C. parapsilosis complex 

(C. parapsilosis strito sensu and C. metapsilosis), C.lusitaniae (one), C. glabrata (one), 

and C. krusei (one) did not present haemolytic activity. As for intensity, intense 

haemolytic activity was expressed by the majority of C. albicans and C. famata isolates. 

This percentage resembles that found in studies with yeast from oral and invasive 

infections of critically ill patients[6,20]. The C. famata strain with the highest 

haemolytic index (0.58) was not able to express any of the other virulence factors 

investigated. Haemolysins allow the pathogen to survive and persist in the host, as it 

allows iron to be supplied for cellular metabolism. The extent of haemolytic activity 

presented by different isolates is strain and species dependent, as already reported in the 

literature, despite the mechanism of gene expression as well as participation in 

metabolic pathways not being elucidated [21]. 

C. famata is a yeast with rare isolation in invasive infections as well as the 

microbiota of healthy individuals [22]. However, there have been reports of isolation 

from infections of very low birth weight infants hospitalized in the NICU [23]. Thus, 

the presence of this yeast in the skin microbiota of health professionals who daily care 

for critical neonates is serious, especially since these isolates were able to express high 
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intensity mechanisms that allow establishment of the disease and avoidance of host 

defenses. 

The production of DNAse is described for some species of bacteria such as 

Staphylococcus, but few studies have demonstrated the expression of this enzyme 

among fungi, even for Candida species, with few reports in the literature dealing with 

this subject [6,15]. In this study, a little more than 40% of the isolates presented DNAse 

activity, and C. famata and the C. parapsilosis complex were mostly positive for the 

activity of the enzyme in question. 

The isolates of C. albicans, on the other hand, were negative for DNAse, 

although all had moderately or intensely expressed haemolytic activity and biofilm. An 

earlier study by our group showed that 20% of the isolates from invasive infections 

evaluated for DNAse production had enzyme activity, most of them being C. albicans 

isolates [6]. Another study conducted with C. albicans alone, isolated from the oral 

cavity of HIV positive and negative individuals, observed the expression of the enzyme 

in 32% and 12.2% in the respective groups [15]. Isolated from different anatomical 

sites, and from the same sites, but from patients in different pathological conditions, 

they express virulence factors with varied intensities in vitro. Different studies show this 

condition, and it is observed that DNAse activity is also variable according to the strain 

considered and between different species.  

The presence of C. parapsilosis is more common in the skin microbiota, while 

C. albicans is found more frequently in the mucous membranes but can also be carried 

by the hands, along with other species. Contact between these isolates and 

immunocompromised individuals or medical devices may enable colonisation of the 

tissue or device. As the isolates are capable of adhesion, biofilm formation, and 

expression of hydrolytic enzymes, which in maintenance of the infectious process, and 

evasion of the host defense mechanisms, this information can contribute to the care of 

patients in the NICU. 

In yeast, biofilm formation has been studied with greater attention in the last 

decade due to the increase in invasive fungal infections. This is important to understand 

its process of installation and how it influences the decreased antifungal susceptibility 

[24]. In this study, the intensity of biofilm formation by Candida species isolated from 

the hands of health professionals from a NICU was evaluated and the majority of 
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isolates (86%) were biofilm-forming, with 34% showing moderate or accentuated 

formation, facilitating the permanence of this microorganism in the unit. The species 

with the highest number of positive isolates were C. parapsilosis complex and C. 

albicans. Contrary to the literature, C. albicans was the species with the highest 

percentage of isolates with moderate biofilm production [25]. These results point to the 

site and isolation population, which is in daily contact with patients who do not yet have 

their immunological defenses fully formed and who are submitted daily to invasive 

procedures for the installation of devices suitable for colonisation and subsequent 

formation of this extracellular matrix, such as catheters and parenteral nutrition. 

Reports on the susceptibility of Candida species to antifungals have contributed 

to knowledge about the situation and epidemiology, as well as surveillance regarding 

the emergence of resistance among the population of microorganisms that circulate in a 

given environment. Candida spp. is the fourth most frequent pathogen in invasive 

infections [2]. Reports of fluconazole resistant species, for example, are a worrying 

situation since this is generally the first choice antifungal in the treatment of invasive 

candidiasis in neonates. Most of the isolates studied were sensitive to the three 

antifungal agents tested, as has been observed in other studies evaluating the sensitivity 

of isolates of candidemia and superficial candidiasis in Brazil and the world [2,26]. 

The C. parapsilosis complex showed a dose-dependent sensitivity (n=3) as well 

as resistance (n=2) to fluconazole, in addition to having a significantly higher MIC 

value for micafungin compared to other species, this is the most common non-albicans 

species in invasive candidiasis in neonates [1]. Bonassolia, Bertolia, and Svidzinski [8], 

in a study with C. parapsilosis isolated from hands of health professionals found a 

smaller number (7.6%) of isolates with reduced sensitivity and  lower MIC value (mean 

MIC 5.42 µg/mL) than observed in this study. This reduced sensitivity and resistance to 

fluconazole was also reported by other authors who studied Candida spp. isolated from 

invasive and environmental infections [27,28]. In vitro resistance to amphotericin B and 

micafungin was observed forC. lusitaniae, C. famata, and C. glabrata. The isolation, 

from health professionals’ hands, of yeast resistant to the major classes of antifungal 

agents available for the treatment of invasive candidiasis draws attention not only 

because these professionals work with an audience with an immune system that is not 

fully formed, and who present several risk factors for the development of infections 

such as premature and very low birth weight infants, which can make the choice of 
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antifungal therapy more complicated. The reduced susceptibility presented by the 

isolates from this study may be related to the marked expression of biofilm, since 

resistant isolates were moderate or strong biofilm forming agents, whereas those SDD 

weakly expressed the biofilm. This condition is favorable because this extracellular 

matrix can confer protection and allow the spread of fungal cells [2]. 

In conclusion, a diversity of Candida species were obtained from the microbiota 

on the hands of health professionals, with a predominance of the C. parapsilosis 

complex. In addition, the study shows that isolates from colonisation of the hands of 

health professionals are virulent, since most of the isolates were able to express at least 

one of the three virulence factors evaluated, especially C. famata, an emerging species 

in hospital environment, which significantly expressed haemolytic activity, DNAse, and 

biofilm. Isolates resistant to antifungal classes used in the treatment of invasive 

candidiasis in the NICU were also found, with fluconazole being the antifungal with the 

highest number of isolates with reduced susceptibility. These results draw attention to 

the need for greater rigor in the practice of hand hygiene to control infections and 

effective application of precautionary measures to prevent contact between these 

microorganisms present in the microbiota with critically ill patients. 
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