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RESUMO 
 
 
As leveduras do gênero Candida representam uma das principais causas de infecção 
da corrente sanguínea de origem nosocomial. A candidemia tem como principais 
fatores de risco: nutrição parenteral, permanência na UTI, neutropenia, diabetes, 
cirurgia abdominal e uso de cateter venoso central. Os antifúngicos mais utilizados para 
o tratamento da candidemia são as equinocandinas, mas existem relatos de isolados 
resistentes a estes medicamentos. Este trabalho se propõe a caracterizar por meio de 
marcadores moleculares isolados clínicos do gênero Candida obtidos de pacientes com 
candidemia, assim como, identificar a suscetibilidade destes à antifúngicos. A 
caracterização molecular foi realizada por sequenciamento das regiões ITS e D1/D2 do 
rDNA e os testes de suscetibilidade aos antifúngicos “in vitro” foram realizados pelo 
método de microdiluição de acordo com o estabelecido pelo CLSI/2008. O total de 80 
isolados caracterizados geneticamente eram pertecentes às espécies C. albicans (27), 
C. parapsilosis (22), C. glabrata (8), C. tropicalis (7), C. guilliermondii (5), C. krusei (3), 
C. pelliculosa (3), C. lusitaniae (2), C. metapsilosis (1) e C. orthopsilosis (1). Quanto à 
suscetibilidade, observou-se que a espécie C. glabrata apresentou o maior número de 
linhagens com perfil de resistência frente aos antifúngicos testados, sendo 05 
resistentes à micafungina e suscetibilidade intermediária à anidulafungina e 07 com 
suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol. A espécie C. albicans foi a mais 
suscetível, onde foi verificado apenas 01 linhagem resistente ao fluconazol. Entre o 
Complexo Parapsilosis, 05 linhagens da espécie C. parapsilosis apresentaram 
suscetibilidade intermediária à micafungina. As demais linhagens estudadas foram 
suscetíveis aos antifúngicos testados. De acordo com os resultados concluiu-se que a 
caracterização molecular e a determinação do perfil de suscetibilidade “in vitro” de 
isolados clínicos de leveduras do gênero Candida têm um papel importante no  
direcionamento do tratamento de episódios de candidemia e na identificação da 
epidemiologia da doença.  
 
 
Palavras-chave: Candida, candidemia, suscetibilidade, antifúngico. 
 
 

 



ABSTRACT 
 
 

The yeasts of genus Candida are the main cause of hospital acquired bloodstream 
infections. The main risk factors of candidemia are: parenteral nutrition, long-term stays 
at Intensive Care Units, neutropenia, diabetes, abdominal surgery and the use of central 
venous catheter. The most commonly used antifungal agents for the candidemia 
treatment are echinocandins, but there are reports of isolates resistant to these drugs. 
This study aims to describe clinical isolates of Candida obtained through patients with 
candidemia by applying molecular markers, along with its susceptibility to antifungal 
agents. The molecular characterization was performed by sequencing the ITS and 
D1/D2 regions of the rDNA, and the tests for susceptibility towards antifungals “in vitro” 
proceeded based on the microdilution method, in accordance with the CLSI/2008. The 
total of 80 described isolates were part of the species C. albicans (27), C. parapsilosis 
(22), C. glabrata (8), C. tropicalis (7), C. guilliermondii (5), C. krusei (3), C. pelliculosa 
(3), C. lusitaniae (2), C. metapsilosis (1) e C. orthopsilosis (1) species. Concerning the 
susceptibility, it was observable that the C. glabrata presented a larger proportion of 
strains resistant to the tested antifungal agents, in which 05 were resistant to micafungin 
and partially resistant to anidulafungin, and 07 susceptible dose-dependent of 
fluconazole. The C. albicans was the most susceptible species, since only 01 strain was 
resistant to fluconazole. Between the Parapsilosis Complex, 05 strains of the  
C. parapsilosis species presented partial susceptibility towards micafungin. The 
remaining studied strains were susceptible to the tested antifungal agents. According to 
the results, it is possible to conclude that the molecular characterization and the 
determination of the “in vitro” susceptibility profile of clinical isolates of yeasts of 
Candida species have a crucial role on guiding the treatment of candidemia and 
identifying the disease epidemiology. 
 
 
Keywords: Candida, candidemia, susceptibility, antifungal. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Entre os fungos de interesse médico, as leveduras do gênero Candida 

são de grande importância devido à alta frequência de colonização e infecção em 

hospedeiros humanos (COLOMBO et al., 2012). São micro-organismos com 

características comensais que podem estar presentes na microbiota humana em 

diversos sítios anatômicos como pele, mucosa bucal, trato gastrointestinal e 

geniturinário (GALARZA, 2009). Em condições normais, a maioria não causa danos 

ao seu hospedeiro, mas pode apresentar características patogênicas quando os 

mecanismos de defesa do hospedeiro estão debilitados, favorecendo a invasão de 

tecidos e a produção de infecções sistêmicas (PEREZ; KUMAMOTO; JOHNSON, 

2013). 

As infecções por Candida representam cerca de 80% do total de 

infecções fúngicas de corrente sanguínea, trato urinário e infecções de sítio cirúrgico 

(COLOMBO et al., 2012). As infecções de corrente sanguínea causadas por 

Candida são conhecidas também como candidemia, as quais apresentam alta 

prevalência, morbidade e mortalidade (MONTAGNA et al., 2011) e geram um 

profundo impacto econômico devido à exigência de hospitalização prolongada, 

cuidados intensivos e longos tratamentos farmocológicos (OLAECHEA et al., 2004).  

A incidência de candidemia nos hospitais brasileiros é de 1,38 episódios 

para cada 1.000 admissões (NUCCI et al., 2013a) com taxa de mortalidade 

chegando a 54% (COLOMBO et al., 2006). As doenças frequentemente associadas 

são câncer, neutropenia, cirurgia (principalmente abdominal), ventilação mecânica, 

diálise, nutrição parenteral e uso de cateter venoso central (COLOMBO et al., 2006). 

No Brasil a espécie C. albicans representa o agente causador mais 

comum das infecções fúngicas de corrente sanguínea, seguida de C. parapsilosis, 

C. tropicalis, C. guilliermondii, C. glabrata e C. krusei. Espécies como C. intermedia, 

C. haemulonii, C. lusitaniae, C. famata e C. norvegiensis são observadas com 

menor frequência (NUCCI et al., 2013a). 

As diferenças na epidemiologia e na abordagem terapêutica para as 

diferentes espécies de Candida justificam a necessidade da identificação da espécie 

causadora da doença. Essas informações são essenciais não somente para a 

definição da terapêutica, mas também para o controle de infecções hospitalares. A 
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realização de testes de suscetibilidade constitui medida necessária para o 

conhecimento e monitoramento do perfil de suscetibilidade às diferentes drogas 

antifúngicas nas mais diversas instituições hospitalares (COLOMBO et al., 2012). 

O presente trabalho teve como objetivo verificar mudanças na 

epidemiologia da candidemia em dois períodos de estudo (2001-2004 e 2005-2012), 

o perfil de suscetibilidade aos antifúngicos e a caracterização molecular de isolados 

de leveduras do gênero Candida obtidos do Hospital de Clínicas/UFPR e de 

hospitais terciários de Curitiba-PR. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Verificar mudanças na epidemiologia da candidemia em dois períodos de 

estudo (2001-2004 e 2005-2012), caracterizar molecularmente e avaliar o perfil de 

suscetibilidade aos antifúngicos de leveduras do gênero Candida obtidos de 

episódios de candidemia do Hospital de Clínicas/UFPR e de hospitais terciários de 

Curitiba-PR, no período de Janeiro de 2005 a Junho de 2012. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Analisar e comparar os dados epidemiológicos de candidemia em dois 

períodos distintos (2001-2004 e 2005-2012); 

• Caracterizar molecularmente os isolados clínicos de diferentes espécies de 

Candida mediante sequenciamento das regiões ITS e D1/D2 do rDNA; 

• Realizar testes de suscetibilidade “in vitro” de isolados clinicos  do gênero 

Candida aos antifúngicos fluconazol, anfotericina B, micafungina e 

anidulafungina. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1 LEVEDURAS DO GÊNERO Candida 

 

O filo Ascomycota é composto por três grandes grupos de fungos: 

Euascomycetes, Archiascomycetes e Hemiascomycetes (DIEZMANN et al., 2004). 

O gênero Candida compreende os estágios assexuados (anamórficos) da levedura, 

é pertencente ao grupo dos Hemiascomycetes. Os estágios sexuados 

(teleomórficos) são classificados de acordo com as estruturas dos ascósporos 

produzidos e pertencem aos gêneros Debaryomyces, Issatchenkia, Kluyveromyces, 

Saccharomyces, Hansenula e Pichia, que estão distribuídos na Família 

Saccharomycetaceae; Clavispora e Metschnikowia distribuídos na família 

Metschnikowiaceae (DANIEL et al., 2001).  

Estas leveduras podem ser encontradas em diversos substratos, tais 

como solo, plantas, animais e humanos. Quanto ao metabolismo, são classificadas 

como heterotróficas, aeróbicas e fermentadoras, podendo ainda suportar condições 

de microaerofilia (GUARRO et al., 2000). São micro-organismos com características 

comensais podendo estar presentes na microbiota humana distribuídos na pele, 

mucosa bucal, faringe, trato gastrointestinal e geniturinário (GALARZA, 2009).  

Sob condições que favoreçam sua intensiva multiplicação podem tornar-

se patogênicas ocasionando doenças denominadas oportunistas. Estas doenças 

podem desenvolver-se de forma superficial acometendo pele e mucosas ou 

sistêmicas, invadindo a corrente sanguínea e órgãos (MORAN et al., 2012). Estas 

condições estão relacionadas com mudanças nos mecanismos de defesa do 

hospedeiro (imunossupressão), comprometimento das barreiras anatômicas 

(queimaduras extensas, procedimentos invasivos) e desequilíbrio da microbiota (uso 

de antibióticos de amplo espectro) (COLOMBO et al., 2012). 

O gênero Candida compreende aproximadamente 200 espécies 

diferentes de leveduras, mas apenas algumas estão relacionadas com micoses 

oportunistas em humanos. As espécies de maior interesse clínico são: C. albicans, 

C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae 

(COLOMBO et al., 2012). 



18 
 

 

A espécie C. albicans coloniza as superfícies mucosas do trato 

gastrointestinal, respiratório e geniturinário humano (SAMPAIO et al., 2010). Pode 

ser isolada de infecções superficiais dos mais variados sítios anatômicos e 

invasivas. Exibe diversos fatores de virulência (COLOMBO et al., 2012) e é capaz 

de sofrer extremas alterações genômicas com o objetivo de sobreviver no 

hospedeiro humano (SELMECKI; FORCHE; BERMAN, 2010). Os mecanismos 

envolvidos com estas alterações podem ter evoluído tanto para tolerar situações de 

estresse no hospedeiro, como para gerar grandes variações genéticas como forma 

de adaptação a cada microambiente (SELMECKI; FORCHE; BERMAN, 2010).  

Esta espécie é naturalmente sensível aos antifúngicos sistêmicos, mas 

em alguns casos, principalmente quando a exposição prolongada ao antifúngico 

(principalmente fluconazol), pode haver a seleção de isolados resistentes 

(COLOMBO et al., 2012). A resistência aos azólicos pode ocorrer quando há o 

aumento no efluxo de droga da célula, este processo é resultante da 

superexpressão de genes que coficam as bombas de efluxo (CDR e MDR). Outro 

mecanismo que pode estar envolvido é o aumento na expressão dos genes ERG 

responsáveis pela biossíntese de ergosterol, assim como, mutações pontuais 

específicas nestes genes, levando a modificação da molécula alvo da droga (MARR 

et al., 2001; MORIO, 2012; CARVALHO et al., 2013; EDDOUZI et al., 2013; YING, 

2013). Esta última mutação pode conferir resistência também ao voriconazol 

(XIANG et al., 2012; COLOMBO et al., 2006).  

Uma alternativa para o tratamento desses isolados azóis-resistentes é o 

uso de equinocandinas, que inibem a produção de 1,3-β-D-glucana (BEN-AMI et al., 

2011). Mas, já há evidências de resistência a esta classe de medicamento. Neste 

caso, a resistência antifúngica está relacionada com mutações no gene FKS1 que 

codifica a enzima glucano sintase (ESPINEL-INGROFF; CANTÓN, 2011; 

BALASHOV et al., 2006; PARK et al., 2005). 

Candida dubliniensis, por sua vez, é uma espécie emergente cujas 

características morfológicas e bioquímicas são semelhantes à C. albicans. Para a 

correta diferenciação destas espécies é necessária a identificação molecular dos 

isolados (COLOMBO et al., 2012). Esta espécie está relacionada com pacientes HIV 

positivos e limita-se a infecções de orofaringe. Em pacientes neutropênicos pode 

levar a episódios de candidemia. Grande parte dos isolados desta espécie 

apresenta suscetibilidade diminuída ao fluconazol (KRCMERY; BARNES, 2002). 
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A espécie C. parapsilosis pode ser encontrada principalmente na pele e 

possui capacidade de formação de biofilmes em dispositivos médicos, estando 

relacionada com infecções decorrentes do uso de cateter venoso central e nutrição 

parenteral total (GOMEZ et al., 2010, LEVY et al., 1998). É responsável por 

aproximadamente 30% dos episódios de candidemia no Brasil (COLOMBO et al., 

2012).  

Até 2005 sabia-se que haviam diferenças entre alguns isolados de          

C. parapsilosis, mas que existia uma relação entre eles. Com o trabalho realizado 

por Tavanti et al. (2005) pôde-se concluir que as diferenças moleculares eram 

suficientes para separá-las em três espécies distintas, agrupadas em um complexo. 

Ainda, foi sugerido que a espécie mais ancestral fosse C. metapsilosis e que esta 

tenha evoluído para C. orthopsilosis e mais recentemente para C. parapsilosis. 

Estas diferenças entre as espécies se estendem aos padrões de suscetibilidade aos 

antifúngicos e também para a capacidade de produção de biofilme (GONÇALVES et 

al., 2010; MELO et al., 2011). 

A espécie C. tropicalis é um importante agente de infecções oportunistas, 

relacionadas com pacientes neutropênicos, danos na mucosa gastrointestinal, 

malignidades hematológicas (principalmente leucemias agudas), quimioterapia 

antineoplásica e desequilíbrio da microbiota pelo intenso uso de antimicrobianos 

(GOMEZ et al., 2010), apresentando alto potencial de disseminação em 

neutropênicos e alta taxa de mortalidade (KRCMARY; BARNES, 2002). Esta 

espécie é suscetível ao tratamento com anfotericina B e à maioria dos azóis 

(COLOMBO et al., 2012). 

Candida krusei é frequentemente isolada de pacientes com neoplasias 

hematológicas, transplantados de células-tronco (COLOMBO et al., 2012) e de 

pacientes neutropênicos. As manifestações mais comumente observadas são 

fungemia e infecção do sistema urinário. Esta espécie geralmente apresenta 

resistência ao fluconazol, mas suscetibilidade ao itraconazol, cetoconazol e 

anfotericina B (KRCMERY; BARNES, 2002). 

Candida glabrata está intimamente relacionada com Saccharomyces 

cerevisiae, estando dentro do clado de Saccharomyces (SINGH-BABAK et al., 

2012). Apresenta genoma haplóide que sofre translocações cromossômicas e 

variação do número de cópias dos genes, que levam ao aumento de sua 
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diversidade genética. Estes mecanismos contribuem de forma indireta para a 

resistência aos antifúngicos (SINGH-BABAK et al., 2012).  

A incidência de infecções por C. glabrata vem aumentando dentre os 

isolados clínicos, isto é em parte devido à resistência aos azólicos, que são a classe 

de antifúngicos mais amplamente utilizada nos últimos anos. Como consequências 

disso, as equinocandinas passaram a ser a droga de escolha para o tratamento de 

C. glabrata, mas já foram documentados alguns isolados de C. glabrata resistentes 

também a esta classe de medicamento (SINGH-BABAK et al., 2012; ALEXANDER 

et al., 2013).  

Candida glabrata é prevalente em adultos, principalmente idosos, isolada 

com maior frequência de pacientes com malignidades hematológicas, tumores 

sólidos, transplantados de medula óssea e pacientes que foram submetidos à 

profilaxia com fluconazol (KRCMARY; BARNES, 2002). Os isolados clínicos desta 

espécie costumam ser menos suscetíveis ao fluconazol e anfotericina B 

(COLOMBO et al., 2012).  

Candida guilliermondii é pouco frequente em infecções invasivas e está 

relacionada com pacientes com câncer. Alguns isolados desta espécie são 

tolerantes e/ou resistentes aos antifúngicos poliênicos, triazóis e equinocandinas 

(KRCMARY; BARNES, 2002; COLOMBO et al., 2012). 

Candida lusitaniae representa uma causa ainda pouco frequente de 

candidemia e está envolvida com malignidades hematológicas, neutropenia e 

pacientes internados em UTI (CANTÓN et al., 2013). Pode ser isolada de diversos 

sítios anatômicos, incluindo urina, lavado broncoalveolar, sangue, líquido peritoneal, 

rim, vagina e pele. Alguns isolados são resistentes à agentes antifúngicos, 

principalmente à anfotericina B, flucitosina e fluconazol, o que contribui para a 

dificuldade no tratamento do paciente (ZHANG et al., 2012). 

Candida haemulonii foi isolada no Brasil pela primeira vez em 2010 de um 

paciente com tumor no abdômen atendido no Instituto do Câncer – SP, que após 

cirurgia, desenvolveu candidemia por esta espécie de levedura. Também tem sido 

envolvida com infecções superficiais e profundas, relacionadas com uso de cateter 

venoso central, nutrição parenteral e osteomielite (ALMEIDA et al., 2012). 

Há outras espécies de Candida que ocasionalmente podem ser 

causadoras de candidemia, entre elas destacam-se C. kefyr, C. rugosa, C. famata 
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C. inconspicua, C. norvegensis, C. lipolytica, C. zeylanoides e C. pelliculosa 

(GOMEZ et al., 2010).  

 
 
3.1.1 Fatores de virulência 

 

A virulência corresponde às características microbianas suportadas pela 

presença de fatores específicos, tais como toxinas e cápsulas. Estes fatores diferem 

entre os micro-organismos patogênicos e não patogênicos. Em micro-organismos 

comensais, o determinante de doença é muitas vezes consequência de uma 

alteração na interação parasito-hospedeiro. Esta alteração pode ser induzida por 

antibióticos ou imunossupressão que resulta em aumento da carga fúngica, ocasião 

em que a resposta imune do hospedeiro não é capaz de controlar esta proliferação. 

Portanto, apesar  de a virulência ser uma propriedade microbiana, ela somente se 

manifesta em um hospedeiro suscetível (CASADEVALL; PIROFSKI, 2007). 

As leveduras do gênero Candida expressam vários fatores de virulência 

que estão relacionados com o processo de patogênese. Entre estes fatores incluem-

se as biomoléculas de reconhecimento do hospedeiro, conhecidas como adesinas; 

dimorfismo celular, que é a transição reversível entre células leveduriformes e 

crescimento filamentoso e produção de enzimas proteolíticas e lipolíticas, auxiliares 

no processo de invasão celular (CALDERONE; FONZI, 2001). 

A produção de adesinas confere à levedura a habilidade de adesão às 

células do hospedeiro, levando também a formação de biofilme, o que é 

considerado um passo importante para o estabelecimento de infecções fúngicas 

(HORN et al., 2012).  

As principais adesinas em C. albicans estão agrupadas em três famílias 

de genes: ALS, HWP e IFF/HYR (GROOT, 2013). A família ALS codifica 

glicoproteínas de localização na parede celular, relacionadas com o papel de 

adesão às células do hospedeiro e a superfícies abióticas (ZHAO et al., 2011). 

A família HWP codifica proteínas que se localizam na parede celular das 

hifas e está relacionada com adesão às células do hospedeiro e formação de 

biofilme, mas também com o processo de agregação célula-célula e conjugação 

(GROOT et al., 2013).  
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Por sua vez, a família de genes HYR/IFF apresenta um importante papel 

na organização da parede celular. A superexpressão de Iff4 aumenta a adesão às 

células epiteliais e a materiais plásticos; e Hyr1 está envolvido com resistência à 

morte por neutrófilos (GROOT et al., 2013).  

A presença de adesinas em todas as espécies de Candida ainda não foi 

completamente estudada, mas já se tem confirmada a presença da família ALS em 

C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae e C. guilliermondii. Na 

espécie C. glabrata existem outras duas principais famílias com funções de 

adesinas: EPA, responsável por mediar a aderência nas células epiteliais e 

endoteliais do hospedeiro humano e PWP que desempenha papel importante na 

adesão às células epiteliais e agregação durante a formação de biofilme (GROOT et 

al., 2013). 

O polimorfismo celular é observado nas espécies C. albicans e                

C. dubliniensis (CALDERONE; FONZI, 2001). Este processo de alternância entre as 

formas leveduriformes, pseudohifas e hifas representam um importante traço 

patogênico. O processo ocorre em resposta a estímulos ambientais como 

disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH, CO2 e contato com soro. É regulado 

pela expressão de genes responsáveis pelo desenvolvimento de hifas, envolvendo 

múltiplas vias de sinalização, entre elas a cAMP-PKA, Cph1p mediada por MAPK e 

pelas vias cascata de pH mediadas por Rim101p, responsáveis por regular de forma 

positiva o desenvolvimento de hifas (ZNAIDI et al., 2013). 

Em relação às enzimas relacionadas com a virulência de Candida, as 

aspartil proteinases (SAP) e as fosfolipases (PL) compreendem as duas principais 

famílias de genes envolvidos. A família PL é constituída por quatro grupos de 

enzimas (PLA, PLB, PLC e PLD), que parecem estar envolvidas com a virulência da 

levedura. São secretadas nas pontas das hifas durante o processo de invasão 

tecidual e agem hidrolisando os fosfolipídeos de membrana, permitindo sua ruptura 

e consequente invasão do tecido (GHANNOUM, 2000).  

Candida albicans é a mais produtora de fosfolipases, mas outras espécies 

(C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae e C. krusei) também 

produzem estas enzimas, porém em quantidades inferiores a C. albicans 

(GHANNOUM, 2000). 

A família SAP é composta por dez genes presentes em várias espécies 

de leveduras do gênero Candida, entre elas: C. albicans, C. dubliniensis,                
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C. tropicalis e C. parapsilosis, mas a quantidade de genes envolvidos varia de 

acordo com a espécie. Estas enzimas parecem estar relacionadas com a virulência 

da levedura, pois espécies não patogênicas não produzem quantidades 

significativas desta enzima. Esta família é responsável por toda a atividade 

proteolítica extracelular realizada por C. albicans, com o objetivo de fornecer 

nutrição, auxiliar no processo de invasão tecidual, escape das respostas 

imunológicas do hospedeiro, formação de hifas, adesão às células e mudanças 

fenotípicas (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003). 

 

 

3.1.2 Isolamento e Identificação Fenotípica 

 

O isolamento a partir do sangue é realizado através de hemocultura, que 

se baseia no desenvolvimento de micro-organismos que estejam presentes no 

sangue, sejam eles bactérias ou fungos.  Esta técnica apresenta especificidade de 

100%, mas com apenas 50% de sensibilidade e tem a desvantagem de necessitar 

um período mínimo para positividade de aproximadamente dois dias (CHARLES; 

BRUYERE; DALLE, 2012). 

A pesquisa de Candida a partir de amostras de sangue pode ser realizada 

pelo método manual, com o emprego de meios de cultura como caldo infusão 

cérebro-coração (BHI) ou caldo caseína digerida de soja (TSB); os métodos 

semiautomatizados utilizam os sistemas comerciais Hemobac Trifásico (Probac®) e 

o Septi-Check® (BBL, BD Diagnostic Systems); os métodos automatizados são 

realizados pelos equipamentos BACTEC® (Becton Dickinson Diagnostic Instrument 

Systems, Sparks, MD, USA) e BacT/ALERT® (bioMérieux, Durham, NC, EUA) 

disponíveis no Brasil (ARAUJO, 2012). 

O isolamento a partir de outros materiais biológicos pode ser realizado em 

meio Ágar Sabouraud (com adição de cloranfenicol) ou em meio CHROMagar 

Candida (bioMérieux, Durham, USA) quando o material estiver contaminado com 

outros gêneros de leveduras (LACAZ et al., 2002).  

As leveduras do gênero Candida apresentam como características 

macroscópicas a formação de colônias de aspecto cremoso, úmido, coloração 

branca ou bege, sem produção de hifas aéreas (GUARRO et al., 2000).  
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A caracterização das estruturas microscópicas pode ser realizada com o 

cultivo em meio Ágar Fubá e meio Ágar Batata Dextrose, onde se visualiza a 

presença de blastoconídios com ou sem brotamentos, clamidoconídios, pseudo-

hifas e hifas verdadeiras (GUARRO et al., 2000). Ainda, para a identificação, podem 

ser realizados testes de assimilação de carbono e nitrogênio, fermentação, 

termotolerância, produção de tubo germinativo, redução de nitrato, entre outros 

(LACAZ et al., 2002). 

Os testes de identificação fenotípica são amplamente utilizados nos 

laboratórios clínicos para a identificação presuntiva de leveduras isoladas de 

materiais biológicos. Para isto, são utilizados meios cromogênicos, testes 

enzimáticos e bioquímicos. 

O meio cromogênico CHROMagar Candida (bioMérieux, Durham, USA), 

permite diferenciar C. albicans e outras espécies de Candida através da alteração 

na cor das colônias. Isto ocorre pela presença de indicadores de pH presentes no 

meio, e pela fermentação de substratos cromógenos (COOKE et al., 2002) que 

permitem a identificação de acordo com a coloração da colônia após 24/48 horas de 

crescimento. Colônias verde-claras são indicativas de C. albicans; verde-escuras  

C. dubliniensis e azuis C. tropicalis. As colônias rosa e lilás podem ser indicativo de 

C. krusei, C. parapsilosis ou C. glabrata (FOTEDAR; AL-HEDAITHY, 2002), e ainda, 

aproximadamente 10% das colônias de C. albicans podem apresentar-se com 

coloração branca (MURRAY et al., 2007).  

A complementação da identificação pode ser realizada por testes 

enzimáticos e bioquímicos baseados na capacidade de assimilação de carboidratos. 

Os testes disponíveis no Brasil são: Auxacolor (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-

la-Coquette), API 20C Aux (bioMérieux, Durham, USA), API 32 C (bioMérieux, 

Durham, USA) e Vitek 2 (bioMérieux, Durham, USA) (FREYDIERE; GUINET; 

BOIRON, 2001). 

Os métodos de identificação fenotípica convencionais são utilizados para 

a identificação de espécies comumente encontradas na rotina, mas falham na 

identificação de espécies emergentes como C. orthopsilosis, C. metapsilosis,         

C. nivariensis, C. bracarensis, entre outros. Nestes casos a realização de métodos 

moleculares pode fornecer uma identificação rápida e precisa (CENDEJAS-BUENO 

et al., 2010), além de auxiliar na investigação epidemiológica, permitindo verificar se 
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os novos episódios de candidemia são causadas por recidivas de um mesmo 

isolado ou provenientes de uma reinfecção (GIAMMANCO et al., 2005). 

Para a identificação de C. dubliniensis os métodos bioquímicos 

apresentam limitações. No estudo de Ellepola et al. (2003) o teste bioquímico API 

20C AUX (BioMerieux) identificou a maioria dos isolados de C. dubliniensis como   

C. albicans, enquanto que a análise de ITS2 identificou os mesmos isolados como 

sendo C. dubliniensis.  

 

 

3.1.3 Identificação molecular 

 

Os marcadores moleculares compreendem um conjunto de técnicas que 

fornecem ferramentas para evidenciar diversos aspectos relacionados ao DNA. A 

análise dos ácidos nucléicos tem sido utilizada para identificar e diferenciar 

indivíduos, como também para o esclarecimento da relação filogenética entre os 

mesmos. 

Com esse objetivo, uma variedade de técnicas de tipagem molecular 

foram desenvolvidas e passaram a ser utilizadas para distinguir isolados de 

Candida, como Eletroforese de Enzimas Multilocus (MLEE), Análise por Enzimas de 

Restrição (REA), DNA Polimórfico Amplificado Aleatoriamente (RAPD), 

Polimorfismo de Fragmentos de Amplificação (AFLP), Polimorfismo de 

Microssatélites (MLP) (SAGHROUNI et al., 2013), DNA “fingerprinting”, eletroforese 

de campo pulsado (PFGE), Tipagem por Sequenciamento Multilocus (MLST) (HEO 

et al., 2011), Polimorfismo de Fragmentos de Restrição (RFLP) (VIJAYAKUMAR; 

GIRI; KINDO, 2012) e “Southern blotting” (MYOUNG et al., 2011). 

Outro marcador amplamente utilizado para a identificação de espécies de 

Candida é o sequenciamento do DNA ribossômico e espaçador interno transcrito. A 

análise das sequências do rDNA correspondentes às subunidades 18S, 5,8S e 26S, 

são regiões conservadas que fornecem uma base molecular para o estabelecimento 

de relações filogenéticas entre organismos pouco relacionados, permitindo inferir a 

posição taxonômia de gênero. Já as regiões ITS1 e ITS2 fornecem uma separação 

adequada de espécies, pois são regiões que apresentam a característica de evoluir 

rapidamente (GIANNINO et al., 2011).  
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Outros genes que podem ser utilizados concomitantemente para a 

confirmação das espécies são os que codificam para β-tubulina (KIM et al., 2011), 

subunidades da RNA polimerase, actina e citocromo-oxidase (TSUI et al., 2008; 

DANIEL et al., 2001). 

 

 

3.1.3.1 Filogenia de fungos  

 

Historicamente, a sistemática fúngica se desenvolveu a partir de análises 

das características observacionais do crescimento e reprodução, considerando o 

esporo, sua produção e liberação. Estes métodos tornavam difícil a identificação de 

fungos que não produziam estruturas reprodutivas. Com o passar dos anos 

surgiram estratégias para contornar este problema através do desenvolvimento de 

análises das características bioquímicas e moleculares dos micro-organismos 

(BRIDGE; SPOONER; ROBERTS, 2005). 

A filogenia molecular é utilizada para avaliar a distância genética de 

indivíduos relacionados, contando com a construção de árvores filogenéticas que 

são utilizadas para diferenciar os organismos. A sequência do DNA é utilizada para 

o estudo da história evolutiva auxiliando na reclassificação taxonômica e na 

identificação de espécies, populações e indivíduos (BRIDGE; SPOONER; 

ROBERTS, 2005). 

A definição de espécie varia de acordo com a abordagem. Os conceitos 

mais comumente relacionados envolvem características morfológicas, biológicas ou 

filogenéticas dos micro-organismos. O conceito morfológico de espécie que 

considera as características morfológicas de cada indivíduo, foi utilizado para a 

descrição de grande parte dos fungos (TAYLOR et al., 2000).  

O conceito biológico de espécie considera o potencial de cruzamento 

entre diferentes populações naturais com capacidade reprodutiva, porém esse 

critério é frágil em fungos homotálicos (autoférteis) ou fungos assexuados e dessa 

forma não pode ser aplicado para eles o conceito biológico de espécie (REYNOLDS 

1993; TAYLOR et al., 2000). Outro problema na delimitação das espécies baseado 

no critério biológico é que os métodos convencionais são trabalhosos para 

demonstrar “in vitro” o cruzamento que ocorre em muitos fungos.  
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Para superar essas dificuldades trabalhos têm sido realizados usando 

sequências do tipo de acasalamento (MAT - mating-type) para auxiliar na definição 

biológica das espécies e/ou Concordância Genealógica Filogenética no 

Reconhecimento de Espécie (GCPSR) (GOMES et al., 2013).  

O terceiro, conceito filogenético de espécie permite analisar grupos 

geneticamente isolados uma vez que descendentes com mudanças nas sequências 

genéticas podem ser reconhecidos, auxiliando na identificação de espécies crípticas 

(TAYLOR et al., 2000).  

O GCPSR usa a concordância filogenética de múltiplos genes não ligados 

para indicar a ausência de troca de material genético e, portanto, a independência 

evolutiva das linhagens. Quando os diferentes genes são concordantes há a 

formação de uma mesma topologia, quando discordantes há um conflito entre as 

árvores de genes (TAYLOR et al., 2000). Este conceito é muito útil em fungos, pois 

se apresenta mais discriminatório em situações onde as espécies são incapazes de 

cruzarem ou apresentam deficiências na distinção de caracteres morfológicos ou 

esterilidade (GOMES et al., 2013). 

A análise de sequências de DNA vem sendo eficaz na elucidação de 

filogenias fúngicas (DANIEL et al., 2001; DIEZMANN et al., 2004; TSUI et al., 2007). 

Diezmann et al. (2004) realizaram uma filogenia multigênica das famílias de 

Saccharomycetales incluindo isolados clínicos e ambientais com o objetivo de 

observar as relações evolutivas de Candida. Os resultados de filogenia resultaram 

em um significativo suporte da origem monofilética das duas famílias de 

Saccharomycetales, a Metschnikowiaceae e Saccharomycetaceae. Três grandes 

clados foram formados dentro de Saccharomycetacea, onde grande parte das 

espécies patogênicas foram agrupadas dentro do clado 1 (C. albicans,                    

C. dubliniensis, C. maltosa, C. tropicalis, C. viswanathii e C. parapsilosis). Esta 

filogenia permitiu elucidar as relações filogenéticas entre importantes espécies de 

interesse médico.  

A sistemática molecular de fungos se baseia principalmente na análise 

dos genes do rDNA e DNA mitocondrial. O rDNA compreende um conjunto de 

genes repetitivos que codificam a subunidade ribossomal menor, subunidade 

ribossomal maior e a subunidade 5,8S localizada entre as duas anteriores. Estes 

três genes são separados por duas regiões espaçadoras internas transcritas, 

conhecidas como ITS1 e ITS2 (BRIDGE; SPOONER; ROBERTS, 2005).  
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Como resultado obtido das relações filogenéticas a partir de sequências 

ITS, foram identificadas quatro espécies relacionadas com C. rugosa e que agora 

fazem parte de um complexo composto por C. rugosa sensu stricto,                        

C. pseudorugosa, C. neorugosa e C. mesorugosa, cuja identificação pode ser 

confundida com a espécie C. rugosa, quando utilizados apenas testes fenotípicos e 

bioquímicos para sua caracterização (PADOVAN; MELO; COLOMBO, 2013). 

A diversidade dentro das regiões ITS1 e ITS2 permite fazer uma 

identificação de espécies fúngicas, pois são regiões altamente informativas e 

hipervariáveis flanqueadas por genes ribossomais altamente conservados, alvos 

desejáveis também para o desenvolvimento de iniciadores e sondas espécie-

específicos (BOYANTON et al., 2008). O sequenciamento das regiões ITS é uma 

ferramenta robusta e eficaz, capaz de identificar e diferenciar muitos isolados 

clinicamente relevantes (CENDEJAS-BUENO et al., 2010). 

Leaw et al. (2006) procuraram estabelecer se sequências de ITS1 e ITS2 

separadas eram suficientes para a identificação de espécie. Para isto testaram 373 

cepas de leveduras de 86 espécies. Puderam observar que a sequência da região 

ITS2 parece apresentar maior especificidade para identificação de espécies quando 

comparado com a região ITS1, pois quase todas as espécies de relevância clínica 

puderam ser identificadas usando apenas ITS2. Uma cepa de C. intermedia e três 

cepas de Pichia ohmeri não foram identificadas apenas pela análise da sequência 

ITS1, mas foram identificadas corretamente através de suas sequências ITS2.  

Segundo Borman et al. (2009), o sequencimento e a análise da região 

ITS2 é suficiente para realizar a diferenciação das espécies do complexo                

C. parapsilosis sensu lato. 

A região D1/D2 localizada na subunidade maior do ribossomo é variável e 

tem sido amplamente utilizada para o estabelecimento das relações evolutivas de 

espécies de Candida, levando a uma melhor compreensão da ecologia, além de 

auxiliar no diagnóstico. Mas, as sequências da região D1/D2 isoladas não são 

suficientes para distinguir espécies estreitamente relacionadas (TSUI et al., 2007). O 

uso de outro gene, como por exemplo, actina oferecem melhor resolução 

filogenética entre espécies de Candida colaborando para o estabelecimento de 

grupos bem suportados (DANIEL et al., 2001). O uso de um único gene para 

análises filogéticas pode não fornecer informações suficientes para a resolução da 
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filogenia de fungos (TAYLOR et al., 2000; GOMES et al., 2013), isto se aplica 

também para leveduras do gênero Candida (TSUI et al., 2007; ROKAS et al., 2003). 

Tavanti et al. (2005) realizaram a determinação do complexo                   

C. parapsilosis sensu lato (C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) por 

meio da análise de sequências do rDNA, RAPD, MSLT, entre outros. Puderam 

observar que a partir da análise da sequência da região 5,8S do rDNA entre as três 

espécies foram 100% idênticas. Pequenas diferenças foram observadas nas 

sequências da região ITS2, e na região ITS1 foram encontradas diferenças 

significativas entre as três espécies, com similaridade de 82,5% entre                     

C. parapsilosis e C. metapsilosis, 88,1% entre C. parapsilosis e C. orthopsilosis, e 

86,1% entre C. orthopsilosis e C. metapsilosis. 

 Cendejas-Bueno et al. (2012) estudaram as relações filogenéticas entre 

30 isolados de C. haemulonii, uma espécie raramente isolada de amostras clínicas, 

mas que pode estar envolvida com episódios de candidemia. Para isto, realizaram 

sequenciamento das regiões ITS, D1/D2, RPB1 e RPB2, utilizados também para a 

confirmação da espécie. Puderam observar que o complexo C. haemulonii 

compreende duas espécies divididas em grupo I e II, diferindo nas sequências dos 

quatro genes estudados, em algumas características fenotípicas e AFLP. 

 

 

3.1.3.3 Genotipagem de Candida albicans – Sistema ABC 

 

Os métodos moleculares de tipagem são utilizados com frequência na 

investigação epidemiológica com o objetivo de desenvolver medidas de controle de 

infecção (McCULLOUGH; CLEMONS; STEVENS, 1999a).  

A genotipagem pelo Sistema ABC foi descrita inicialmente por Stevens, 

Odds e Scherer (1990) baseada na presença ou ausência de uma inserção de 379 

nucleotídeos no rDNA que codifica para a subunidade maior do ribossomo de         

C. albicans. Esta inserção é ausente no genótipo A e presente no genótipo B. 

Estudos posteriores relataram a presença de outros dois genótipos C e D 

(CLEMONS et al., 1997; McCULLOUGH et al., 1998). O genótipo C é um híbrido 

dos genótipos A e B, pois apresenta o íntron em apenas um alelo, isto leva a 

observação das duas bandas polimórficas (ABDULRAHIM et al., 2013); e o genótipo 
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D apresenta um íntron maior em aproximadamente 300 nucleotídeos em relação ao 

genótipo B (McCULLOUGH; CLEMONS; STEVENS, 1999b). 

A amplificação desta região resulta em um produto único para o genótipo 

A (~450 bp) e B (~840 pb). Candida stellatoidea tipo 1 (~840 pb) é considerada 

sinônima de C. albicans genótipo B. O genótipo D pertence a espécie                     

C. dubliniensis (~1080 pb). Todos os genótipos C apresentam duas bandas com 

tamanhos idênticos aos observados para os genótipos A (450 pb) e B (840 pb) 

(McCULLOUGH, CLEMONS, STEVENS, 1999b). 

Odds et al. (2006) compararam a concordância entre MLST e 

genotipagem ABC, e puderam afirmar que o Sistema ABC é confiável quando 

utilizada para isolados que diferem em vários polimorfismos de nucleotídeo único, 

mas deve ser utilizada em associação com outro marcador molecular. 

 

 

3.2 CANDIDEMIA 

 

A candidemia é definida como a presença de leveduras do gênero 

Candida na corrente sanguínea (EVANS, 2010). Ocorre previamente à 

disseminação e infecção de órgãos profundos (GOMEZ et al., 2010). Esta doença 

fúngica pode ser adquirida por via endógena quando o micro-organismo transita do 

trato gastrointestinal para a corrente sanguínea. Alguns fatores relacionados com o 

aumento da colonização intestinal por Candida ou que levam a danos e atrofia de 

mucosa intestinal podem facilitar este processo, como uso de antibióticos de amplo 

espectro, corticosteróides, obstrução intestinal, nutrição parenteral total, cirurgias 

abdominais e mucosites (COLOMBO et al., 2012). 

A doença também pode ser adquirida por via exógena por meio da 

contaminação de procedimentos médicos invasivos, próteses ou soluções de 

infusão e ainda pela colonização de cateteres vasculares (COLOMBO et al., 2012; 

TAMURA et al., 2007). Os cateteres representam uma porta de entrada para a 

ocorrência de candidemia. Em alguns casos, a remoção deste pode diminuir o risco 

de mortalidade do paciente (TAUR et al., 2010). 

Os episódios de candidemia podem ser provenientes de infecções 

adquiridas por isolados da comunidade, assim denominada quando é detectada 

logo após a admissão do paciente no ambiente hospitalar, ou de origem nosocomial, 
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quando se desenvolve alguns dias após o internamento (PFALLER et al., 2011). 

Pfaller et al. (2011) avaliaram a origem da infecção e puderam observar que os 

episódios adquiridos a partir da comunidade foram maiores para a América do Norte 

(50,8%) quando comparado com a Europa (22,4%) e América Latina (28,0%). 

As manifestações clínicas observadas em pacientes candidêmicos são 

inespecíficas e indistinguíveis das observadas em pacientes com sepse bacteriana. 

Usualmente são descritas durante o episódio de candidemia febre alta, moderada 

ou baixa como sendo o sinal mais frequentemente observado, podendo ainda estar 

associado com hipotensão, taquicardia persistente, calafrios, endocardite, 

endoftalmite, peritonite, lesões cutâneas de tronco e extremidades (COLOMBO et 

al., 2006; GOMEZ et al., 2010), além disso, pode-se observar falência renal aguda, 

diarreia, síndrome da angústia respiratória aguda, leucocitose e trombocitopenia 

(CHEN et al., 2005).  

Os grupos mais vulneráveis a este tipo de infecção são pacientes 

neonatos, internados em UTI e os que apresentam malignidades hematológicas e 

de órgãos sólidos (CHAVES; SANTOS; COLOMBO, 2012).  

No Paraná, um estudo realizado no Hospital de Clínicas – UFPR por 

França, Ribeiro e Queiroz-Telles (2006) revelou que as condições frequentemente 

associadas com a candidemia foram uso de antibióticos (97%), uso de cateter 

venoso central (77%), uso de bloqueador de H2 (57%), nutrição parenteral total 

(49%), permanência em UTI (41%), terapia com corticosteróides (39%) e cirurgia do 

sistema digestório (35%).  

Bassetti et al. (2011) em um hospital da Itália, observaram que a maioria 

dos pacientes com esta infecção fúngica apresentavam outras doenças associadas 

no momento do diagnóstico da candidemia. Aproximadamente 45% passaram por 

uma intervenção cirúrgica, 41% possuíam tumor de órgão sólido, 11% eram 

diabéticos, 7% tinham malignidades hematológicas, 1% recebeu transplante de 

órgão sólido e 1% eram portadores do vírus HIV. 

 

 

3.2.1 Epidemiologia 

 

Os principais fatores de risco para candidemia em geral são 

quimioterapia, uso de antibióticos de amplo espectro (DIZBAY et al., 2008), 
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permanência na UTI, cirurgias, neoplasias, neutropenia (NUCCI et al., 2010), 

hemodiálise, ventilação mecânica, transplante de órgãos e uso de cateteres 

(CHANG et al., 2008).  

Em pacientes pediátricos os principais fatores de risco envolvem a 

antibioticoterapia, administração de corticosteróides, granulocitopenia, colonização 

fúngica prévia, permanência prolongada em UTI, baixo peso ao nascer e 

prematuridade (QUEIROZ-TELLES et al., 2008). 

A epidemiologia da candidemia varia entre as regiões e o período de 

estudo. Blyth et al. (2009) observaram que a incidência de candidemia entre os 

hospitais pediátricos da Austrália foi de 0,46 a cada 1.000 admissões. Santolaya et 

al. (2013) observaram entre os hospitais pediátricos da América Latina a incidência 

média de 0,81 para 1.000 admissões. Motta et al. (2010) observaram que a 

incidência de candidemia entre os adultos do estado de São Paulo foi de 1,87 por 

1.000 admissões. Já Bassetti et al. (2011) identificaram aumento da incidência em 

um hospital da Itália, passando de 1,18 em 2008 para 2,37 episódios a cada 1.000 

admissões em 2010.  

No trabalho realizado por Colombo et al. (2006), no qual avaliaram a 

epidemiologia da candidemia no Brasil, identificaram as leveduras do gênero 

Candida como o quarto patógeno mais frequentemente isolado de hemoculturas, 

ficando atrás somente de estafilococos coagulase-negativo, Staphylococcus aureus 

e Klebsiella pneumoniae.  

A incidência de candidemia nos hospitais brasileiros é 1,38 episódios a 

cada 1.000 admissões, e tem como espécies mais frequentes C. albicans (40,5%), 

C. parapsilosis (25,8%), C. tropicalis (13,2%), C. glabrata (10%), C. krusei (4,7%) e 

C. guilliermondii (1,6%). Outras espécies são observadas com menor frequência, é 

o caso de C. intermedia, C. haemulonii, C. lusitaniae, C. famata e C. norvegiensis 

(NUCCI et al., 2013a). 

 

 

3.2.2 Diagnóstico 

 

O diagnóstico precoce e correto da candidemia é crucial para o aumento 

da sobrevida do paciente (CORTES et al., 2011). O diagnóstico clínico se torna 

difícil principalmente pelo fato de que os sinais e sintomas da doença podem ser 
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confundidos com vários outros processos infecciosos e não infecciosos. O 

diagnóstico laboratorial é frequentemente realizado pelos métodos tradicionais de 

cultura de micro-organismos, mas estes apresentam baixa sensibilidade e 

necessitam de vários dias para a detecção de positividade. Outros fatores ainda 

podem influenciar no resultado deste diagnóstico, como profilaxia ou tratamento 

empírico com antifúngicos (MONTAGNA et al., 2011). 

O diagnóstico pode ser realizado através da hemocultura, método 

baseado no isolamento das leveduras do gênero Candida que estejam presentes no 

sangue. Apresenta especificidade de 100%, mas sensibilidade de apenas 50% e 

desvantagem de ter um período médio para positividade de dois dias (CHARLES; 

BRUYERE; DALLE, 2012; CAREY; SAIMAN; POLIN, 2008). O período de 

incubação da hemocultura está diretamente relacionado com o aumento da taxa de 

mortalidade do paciente, pois para cada hora adicional necessária na cultura 

aumenta o risco de morte do paciente em 1,025 vezes. Para auxiliar o diagnóstico, 

podem ser utilizados métodos moleculares e sorológicos que necessitam menor 

tempo para a detecção do micro-organismo (TAUR et al., 2010).  

Uma técnica auxiliar para o diagnóstico de candidemia é a pesquisa de   

β-D-glucana, principal componente da parede celular fúngica, que está circulante no 

soro do paciente durante a infecção fúngica invasiva (POSTERARO et al., 2011).  

Os resultados da pesquisa deste componente são obtidos de 24-72 horas 

antes da positividade da hemocultura, com sensibilidade e especificidade de 93,7% 

e 93,6% respectivamente (POSTERARO et al., 2011). A pesquisa de β-D-glucana, 

assim como o uso de PCR, é útil como teste complementar a hemocultura no 

diagnóstico de candidemia (NGUYEN et al., 2012), podendo ser utilizada no 

acompanhamento dos níveis deste antígeno ao longo do tempo, aliado às 

informações microbiológicas e clínicas permitindo um diagnóstico precoce e preciso, 

minimizando o uso inadequado de drogas (MONTAGNA et al., 2011). 

Outra alternativa que vem sendo estudada para auxiliar no diagnóstico é a 

pesquisa do antígeno manana e de anticorpos anti-manana. A manana é um dos 

principais antígenos de Candida circulante durante a infecção. Este antígeno e seus 

anticorpos podem ser pesquisados no soro do paciente por testes de aglutinação 

em látex e ensaios imunoenzimáticos. Podem ser úteis para auxiliar na confirmação 

ou na exclusão do diagnóstico de candidemia junto com os resultados da 

hemocultura (MIKULSKA et al., 2010). 
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A pesquisa de outros anticorpos pode ser relacionada com o diagnóstico 

precoce de candidemia, entre eles a detecção de anticorpos dirigidos contra 

antígenos da superfície da parede celular do micélio de C. albicans (GOMEZ et al., 

2010). Vários genes relacionados com a expressão destes antígenos foram 

identificados, entre eles destacam-se HWP-1, ALS3, ECE1 e HYR1. Para os 

pacientes infectados com espécies não-albicans, os títulos de anti-HWP-1 foram 

mais baixos do que para os pacientes infectados com C. albicans. Os anticorpos 

anti-HWP-1 foram detectados também em infecções causadas pelas espécies       

C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. utilis e C. dublinensis (LAIN et al., 

2007). 

Ainda há a possibilidade de aliar as técnicas moleculares. A técnica de 

PCR pode detectar a presença de Candida em um período de 24-48 horas, com 

sensibilidade de 100% e especificidade de 97% quando comparada com a 

hemocultura. A PCR pode detectar quantidades muito pequenas de DNA, o 

equivalente ao material genético presente em 5-25 células fúngicas, que em uma 

hemocultura possivelmente não seria detectado (ÇERIKÇIOGLU et al., 2010). 

Apresenta maior sensibilidade quando realizado com amostras de plasma  

(NGUYEN et al., 2012). Isto facilita o diagnóstico precoce da doença, bem como o 

monitoramento de persistência e resolução da mesma (AVNI; LEIBOVICI; PAUL, 

2011). 

  

 

3.2.3 Tratamento 

 

Atualmente vários estudos preconizam o uso de uma das três 

equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina) como a primeira linha 

de escolha para o início do tratamento dos episódios de candidemia, visto seu baixo 

espectro antifúngico e baixa toxicidade (COLOMBO et al., 2012; CORNELY et al., 

2012; NUCCI et al., 2013b). 

As equinocandinas constituem uma classe de antifúngicos disponibilizada 

para administração exclusivamente parenteral. Atuam como inibidores direcionados 

da biossíntese de um componente da parede celular dos fungos, o 1,3-β-D-glucana. 

As enzimas 1,3-β-D-glucana sintases são responsáveis pela síntese deste 

polissacarídeo, codificado pelos genes FKS1, FKS2, e FKS3 em S. cerevisiae,       
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C. glabrata e C. albicans. Acredita-se que as equinocandinas ligam-se à proteína 

FKS e desta forma inibam sua atividade (KATIVAR; PFALLER; EDLIND, 2006).  

Apesar desta classe de medicamentos ser nova, há relatos na literatura 

de resistência em C. glabrata (KATIVAR; PFALLER; EDLIND, 2006; CLEARY et al., 

2008; PFEIFFER et al., 2010). Até o momento o único mecanismo de resistência às 

equinocandinas encontrado está associado às mutações no alvo da droga, os genes 

FKS em regiões conhecidas como “hot spots”, que são altamente conservadas. Mas 

além deste, outros mecanismos podem estar envolvidos, apesar de ainda não 

serem conhecidos, uma vez que mutações em FKS não foram identificadas em 

alguns isolados resistentes às equinocandinas (SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 

2011; PFEIFFER et al., 2010; CASTANHEIRA et al., 2010; SINGH et al., 2009). 

Ainda, mutações idênticas em FKS podem apresentar diferentes perfis de 

resistência (SINGH-BABAK et al., 2012). 

Após o tratamento inicial com equinocandinas pode-se realizar o 

descalonamento terapêutico para outras drogas caso o paciente apresente 

melhoras no quadro clínico. Esta continuação do tratamento pode ser realizada com 

triazólicos, principalmente o fluconazol quando o isolado apresentar suscetibilidade 

a esta droga, ou voriconazol. Pode-se considerar ainda o uso de poliênicos como a 

anfotericina B na sua formulação lipídica, porém com cautela devido à sua 

nefrotoxicidade (CORNELY et al., 2012; ULLMANN et al., 2012; NUCCI et al., 2013). 

Os azóis são divididos em dois grupos: os imidazóis (clotrimazol), com 

ação tópica utilizada para o tratamento de candidíase superficial e os triazóis que 

são divididos em 1a geração (itraconazol e fluconazol) e 2a geração (voriconazol e 

posaconazol). Têm como mecanismo de ação a seletiva inibição da produção do 

ergosterol pela inibição da enzima 14-α-demetilase e consequentemente, 

impedimento da conversão de lanosterol em ergosterol (COLOMBO et al., 2012). 

O fluconazol (FLU) é utilizado para o tratamento de todas as formas de 

candidíase. É comercializado nas formulações para administração oral ou 

endovenosa, apresenta boa absorção pelo trato gastrointestinal e não sofre 

alterações por mudanças no pH gástrico ou presença de alimentos. O efeito 

colateral que pode ser observado é a hepatite induzida por drogas, que 

frequentemente não apresenta sintomas (COLOMBO et al., 2012).  

Os mecanismos de resistência aos azóis são estudados há décadas e 

ainda há novos mecanismos sendo descobertos, revelando a expansão no número 
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de estratégias empregadas pelos fungos a fim de resistir à exposição às drogas 

antifúngicas. Dentre estas estratégias encontram-se mutações nas moléculas alvo 

da droga (enzima lanosterol 14-α-desmetilase), superexpressão de bombas de 

efluxo e alterações metabólicas, responsáveis por minimizar o efeito tóxico destas 

drogas nas células fúngicas (SINGH-BABAK et al., 2012). 

Os poliênicos possuem amplo espectro de atividade antifúngica. A 

anfotericina B (AMB) é o principal representante desta classe de medicamento. Tem 

como mecanismo de ação a interação com os esteróis da membrana de células 

eucarióticas, levando ao desequilíbrio da permeabilidade da membrana plasmática e 

sua consequente ruptura (COLOMBO et al., 2012).  

A AMB é administrada via parenteral combinada com deoxicolato, que 

auxilia na solubilidade da droga. Os principais efeitos colaterais são nefrotoxicidade, 

hepatoxicidade, mielotoxicidade e, em alguns casos, cardiotoxicidade. Pode ocorrer 

também o aparecimento de anemia e trombocitopenia (FRATTARELLI et al., 2004). 

Existem preparações lipídicas que apresentam mesma resposta ao tratamento com 

menor nefrotoxicidade, mas com a desvantagem do custo ser mais alto que a 

formulação com deoxicolato (PAPPAS et al., 2009).  

A escolha da melhor terapia antifúngica para pacientes com candidemia 

deve considerar a presença de infecções complicadas em órgãos, gravidade do 

episódio, espécie de Candida envolvida, risco para toxicidade renal, exposição 

prévia a antifúngicos, presença de cateter venoso central e necessidade de cirurgia 

para remoção de focos infecciosos (COLOMBO et al., 2012). 

Em uma meta-análise realizada por Andes et al. (2012) avaliou-se o 

impacto das estratégias de tratamento dos pacientes com candidemia, relacionadas 

com as taxa de mortalidade, observando que os pacientes que receberam 

tratamento com equinocandinas apresentaram taxa de sobrevida maiores que 

aqueles que receberam um polieno ou triazol. A sobrevivência também foi melhor 

para os pacientes que foram submetidos à remoção do cateter venoso central 

durante o tratamento. Em contrapartida, o aumento da idade, o uso concomitante de 

terapias imunossupressoras e infecção por C. tropicalis estavam associados com 

maior taxa de mortalidade. 
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3.2.3.1 Suscetibilidade aos antifúngicos 

 

A resposta ao tratamento às drogas antifúngicas varia de acordo com a 

espécie fúngica causadora da infecção. Candida albicans e C. parapsilosis 

geralmente são suscetíveis ao fluconazol, enquanto que a C. glabrata possui 

suscetibilidade dose-dependente ou resistência ao mesmo. Já C. krusei é 

considerada intrínsicamente resistente ao fluconazol (SHAH et al., 2011). A espécie 

C. dubliniensis pode apresentar resistência aos derivados azólicos (BOSCO-

BORGEAT et al., 2011). Isolados clínicos da espécie C. tropicalis respondem bem 

ao tratamento com anfotericina B e azólicos, mas diversos estudos apontam o 

desenvolvimento de resistência ao fluconazol (BASSETTI et al., 2011; COLOMBO et 

al., 2012). Em contrapartida, no trabalho realizado por Chen et al. (2005) em 

Taiwan, de 17 isolados de C. tropicalis, 6 apresentaram resistência ao tratamento 

por anfotericina B. 

Pfaller et al. (2008) observaram 93% de suscetibilidade ao fluconazol em 

C. parapsilosis, ausência de resistência aos antifúngicos anidulafungina, 

caspofungina, micafungina, posaconazol e voriconazol para as espécies C. albicans, 

C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, e poucos isolados de C. glabrata 

resistentes aos antifúngicos citados. 

Em um trabalho realizado por Pfaller et al. (2011), o qual avaliou a 

suscetibilidade de isolados de candidemia adquiridos fora do ambiente hospitalar, 

pôde-se observar ausência de resistência à anidulafungina, caspofungina, 

micafungina, posaconazol ou voriconazol dentre os isolados de C. albicans,            

C. parapsilosis, C. tropicalis ou C. krusei. A única resistência ao fluconazol 

detectada no estudo para os isolados citados foi observada em C. parapsilosis. 

Entre os isolados da espécie C. glabrata, um pequeno número de isolados foi 

resistente à anidulafungina, caspofungina e aos triazóis. Entre os isolados 

nosocomiais de C. albicans, um isolado foi resistente a todas as equinocandinas 

avaliadas, mas não houve nenhuma resistência aos azólicos testados. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 DESENHO DO ESTUDO 

  

Esta pesquisa tem caráter retrospectivo e experimental, na qual realizou-

se um levantamento dos isolados de leveduras do gênero Candida, obtidos a partir 

de amostras de sangue e depositados na micoteca do Laboratório de Micologia do 

Hospital de Clínicas/UFPR no período de janeiro de 2005 a junho de 2012. Este 

levantamento resultou em um total de 430 isolados que foram utilizados para o 

estudo epidemiológico. No estudo epidemiológico utilizou-se os prontuários dos 

pacientes para a obtenção de informações como gênero, idade e indicação clínica. 

Destes, foram selecionados 80 para a realização dos testes de suscetibilidade “in 

vitro” e variabilidade genética do presente estudo. Para a seleção levou-se em 

consideração dados como identificação presuntiva da espécie, ano de isolamento, 

idade e gênero do paciente. 

Os dados demográficos dos pacientes e os dados epidemiológicos dos 

isolados de leveduras do gênero Candida analisados neste estudo, foram 

comparados com um período de 2001-2004. As variáveis foram analisadas através 

do teste Qui-quadrado, o valor de p< 0,05 foi considerado significativo.  

O projeto foi submetido à avaliação pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 

Seres Humanos do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná com 

parecer de número 52515, relatado no dia 06 de julho de 2012, recebeu aprovação 

para o início da pesquisa (ANEXO 1). 

 

  

4.2 LINHAGENS UTILIZADAS 

  

Para a realização dos testes de suscetibilidade “in vitro” e caracterização 

molecular utilizou-se 80 isolados de leveduras do gênero Candida procedentes de 

amostras de sangue de paciente com candidemia, identificados inicialmente de 

forma  presuntiva por meio de CHROMagar Candida (bioMérieux, Durham, USA) e 

API 20C Aux (bioMérieux, Durham, USA) e  depositados na micoteca do Laboratório 

de Micologia do Hospital de Clínicas/UFPR.  
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Um total de 36 linhagens de referências de diferentes espécies do gênero 

Candida foram incluídas no estudo para as análises filogenéticas  (TABELA 1).  

 

   
TABELA 1 - ISOLADOS REFERÊNCIA UTILIZADOS NA ANÁLISE FILOGENÉTICA 

ESPÉCIE FONTE DE 
ISOLAMENTO ORIGEM N° DE 

REFERÊNCIA 
GENBANK 

ITS D1/D2 

Candida albicans Interdigito Uruguai CBS 562 AB018037 AY497682 

Candida albicans Broncomicose - ATCC 10231 FJ159643 - 

Candida albicans† Isolado clínico Holanda CBS 1905 - AY497673 

Candida dubliniensis Cavidade oral Austrália CBS 7988 AB035590 - 

Candida dubliniensis† Cavidade oral Irlanda CBS 7987 NR103562 U57685 

Candida dubliniensis - - IFM 5422 - AB828136 

Candida parapsilosis - - WM 0295 EF568035 - 

Candida parapsilosis† Fezes humanas Porto Rico CBS 604T AJ635316 CPU45754 

Candida parapsilosis† Lavado bronquico USA ATCC 96138 - AY497665 

Candida metapsilosis Escarro Noruega CBS 2916 AY391844 - 

Candida metapsilosis† Mão USA ATCC 96144T AJ698049 FJ746055 

Candida metapsilosis Isolado clínico USA ATCC 14054 - KC881060 

Candida orthopsilosis CVC USA CBS 10906 FJ872018 - 

Candida orthopsilosis† CVC USA ATCC 96139T AJ698048 FJ746056 

Candida orthopsilosis Ambiental Austrália CBS 8825 - AJ508575 
Candida tropicalis - - WM 233 EF568042 - 
Candida tropicalis† Broncomicose USA IFM 5446 AB437068 - 
Candida tropicalis† Bronquite Holanda CBS 94 - U45749 
Candida tropicalis - Tailândia DMKUXE318 - AB847528 
Candida glabrata† Fezes humanas - CBS 138 AY198398 - 
Candida glabrata - - WM 02.57 EF568002 - 
Candida famata† Mão - CBS 1795T AM992910 AJ508559 
Candida famata† Mão - CBS 767 GU246256 AY497693 

Meyerozyma guilliermondii† Inseto USA WM 02374 EF568007 - 

Meyerozyma guilliermondii Inseto USA CBS 2030 EF568003 AY497675 

Meyerozyma guilliermondii Mel Tailândia HB 31-2 - AB568329 

Pichia anomala† Alimento Tailândia PY1 AB331898 - 

Pichia anomala† - - CBS 5759 DQ249196 - 

Candida lusitaniae† Ceco de suíno Portugal CBS 4413 EF568024 AJ508571 

Candida lusitaniae† Citrus Israel CBS 6936 AY321464 U44817 

Pichia kudriavzevii - - WM 03.204 EF568016 - 

Pichia kudriavzevii† Escarro Sri Lanka CBS 573 EF568018 - 

Saccharomyces cerevisiae Cerveja Holanda CBS 1171 AB018043 - 

Neurospora crassa - - MYA-4619 GU327635 - 

Neurospora crassa - - FGSC8771 - FR774249 

†: type; - :DADO NÃO INFORMADO. CVC: cateter venoso central 
FONTE: GENBANK -  http://www.ncbi.nlm.nih.gov (2014) 
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4.3 REVITALIZAÇÃO E CULTIVO DAS LINHAGENS 

  

A revitalização dos 80 isolados previamente armazenados em Skim Milk 

(Difco®) foi realizada por meio de repiques em meio Ágar Batata Dextrose (Potato 

Dextrose Agar, Difco®), incubadas a 30°C por 48h e conservadas sob refrigeração 

para a realização dos testes. 

 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

 

Para a extração de DNA utilizou-se a metodologia descrita por Vicente  

et al. (2008), que consiste basicamente em maceração de cada isolado com 

sílica/celite (2:1) na presença de CTAB (brometo de cetil-trimetilamônio) e a 

extração do DNA realizada em CIA (solução ácida de clorofórmio álcool isoamílico). 

Em seguida o DNA é precipitado em álcool 96% e lavado a 70%.  

Para o sequenciamento das regiões ITS foram utilizados os 

oligonucleotídeos iniciadores ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) and ITS4 

(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE; LEE; TAYLOR, 1990). O produto da 

amplificação foi purificado com Sephadex®-GE (CROUS et al., 2009). A obtenção 

das sequências foi realizada através do Sequenciador Genético de DNA ABI3500. 

A amplificação do domínio variável de D1/D2 foi utilizada para confirmar a 

identificação apenas dos isolados que apresentaram discordância entre a 

identificação fenotípica e molecular. Para isto, foi utilizado o par de 

oligonucleotídeos iniciadores NL-1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') e 

NL-4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') (O’DONNELL,1993), seguindo as 

mesmas condições utilizadas para ITS (WHITE; LEE; TAYLOR, 1990). O produto da 

amplificação foi purificado com Sephadex®-GE (CROUS et al., 2009). A obtenção 

das sequências foi realizada através do Sequenciador Genético de DNA ABI3500. 

A edição das sequências obtidas foi realizada com o auxílio do programa 

BioEdit (HALL, 1999) e após a edição foi realizado o depósito das sequências  no 

banco de dados do GenBank (NCBI – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), cujo os 

números de acesso foram apresentados na tabela 2. 
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TABELA 2 - ISOLADOS CLÍNICOS UTILIZADOS NO ESTUDO 

ESPÉCIE FONTE DE 
ISOLAMENTO ORIGEM DEPÓSITO 

COLEÇÃO 
N° DE 

REFERÊNCIA 
GENBANK 

ITS D1/D2 
C. lusitaniae Sangue Brasil LMICRO110 E2 KJ451634 - 
C. tropicalis Sangue Brasil LMICRO111 HC4 KJ451635 KJ451714 
C. glabrata Sangue Brasil LMICRO112 HC14 KJ451636 - 
C. glabrata Sangue Brasil LMICRO113 HC18 KJ451637 - 
C. glabrata Sangue Brasil LMICRO114 E27 KJ451638 - 
C. glabrata Sangue Brasil LMICRO115 HC32 KJ451639 - 
C. glabrata Sangue Brasil LMICRO116 HC46 KJ451640 - 
C. glabrata Sangue Brasil LMICRO117 HC47 KJ451641 - 
C. tropicalis Sangue Brasil LMICRO118 E48 KJ451642 - 
C. tropicalis Sangue Brasil LMICRO119 HC49 KJ451643 - 
C. guilliermondii Sangue Brasil LMICRO120 E50 KJ451644 - 
C. krusei Sangue Brasil LMICRO121 E51 KJ451645 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO122 HC52 KJ451646 - 
C. tropicalis Sangue Brasil LMICRO123 E53 KJ451647 - 
C. tropicalis Sangue Brasil LMICRO124 HC54 KJ451648 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO125 HC55 KJ451649 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO126 HC56 KJ451650 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO127 HC57 KJ451651 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO128 HC58 KJ451652 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO129 E59 KJ451653 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO130 HC60 KJ451654 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO131 E61 KJ451655 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO132 HC62 KJ451656 - 
C. lusitaniae Sangue Brasil LMICRO133 HC63 KJ451657 KJ451715 
C. tropicalis Sangue Brasil LMICRO134 HC64 KJ451658 KJ451716 
C. guilliermondii Sangue Brasil LMICRO135 HC65 KJ451659 - 
C. krusei Sangue Brasil LMICRO136 HC66 KJ451660 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO137 HC67 KJ451661 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO138 HC68 KJ451662 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO139 HC69 KJ451663 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO140 HC70 KJ451664 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO141 HC71 KJ451665 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO142 HC72 KJ451666 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO143 HC73 KJ451667 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO144 HC74 KJ451668 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO145 HC75 KJ451669 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO146 HC76 KJ451670 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO147 HC77 KJ451671 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO148 HC78 KJ451672 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO149 E79 KJ451673 - 
C. pelliculosa Sangue Brasil LMICRO150 E80 KJ451674 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO151 HC81 KJ451675 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO152 HC82 KJ451676 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO153 HC83 KJ451677 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO154 HC84 KJ451678 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO155 HC85 KJ451679 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO156 HC86 KJ451680 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO157 HC87 KJ451681 - 
C. dubliniensis Sangue Brasil LMICRO158 HC88 KJ451682 KJ451717 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO159 HC89 KJ451683 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO160 HC90 KJ451684 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO161 HC91 KJ451685 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO162 HC92 KJ451686 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO163 HC93 KJ451687 - 
C. albicans Sangue Brasil LMICRO164 HC94 KJ451688 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO165 HC95 KJ451689 - 
     Continua 
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     Continuação 

ESPÉCIE FONTE DE 
ISOLAMENTO ORIGEM DEPÓSITO 

COLEÇÃO 
N° DE 

REFERÊNCIA 
GENBANK 

ITS D1/D2 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO166 HC96 KJ451690 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO167 HC97 KJ451691 - 
C. metapsilosis Sangue Brasil LMICRO168 HC98 KJ451692 KJ451718 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO169 HC99 KJ451693 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO170 HC100 KJ451694 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO171 HC101 KJ451695 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO172 HC102 KJ451696 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO173 HC103 KJ451697 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO174 HC104 KJ451698 - 
C. orthopsilosis Sangue Brasil LMICRO175 HC105 KJ451699 KJ451719 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO176 HC106 KJ451700 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO177 HC107 KJ451701 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO178 HC108 KJ451702 - 
C. krusei Sangue Brasil LMICRO179 HC109 KJ451703 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO180 HC110 KJ451704 KJ451720 
C. guilliermondii Sangue Brasil LMICRO181 HC111 KJ451705 - 
C. guilliermondii Sangue Brasil LMICRO182 HC112 KJ451706 - 
C. guilliermondii Sangue Brasil LMICRO183 E113 KJ451707 - 
C. tropicalis Sangue Brasil LMICRO184 HC115 KJ451708 - 
C. glabrata Sangue Brasil LMICRO185 HC116 KJ451709 - 
C. glabrata Sangue Brasil LMICRO186 HC117 KJ451710 - 
C. pelliculosa Sangue Brasil LMICRO187 E118 KJ451711 - 
C. parapsilosis Sangue Brasil LMICRO188 HC119 KJ451712 - 
C. pelliculosa Sangue Brasil LMICRO189 E120 KJ451713 - 

-: SEM SEQUENCIAMENTO DE D1/D2 
FONTE: O AUTOR (2014) 
 

 

4.4.1 Análise filogenética e construção da árvore filogenética  

 

Após a edição e depósito, as sequências foram comparadas com 

sequências referência do banco de dados do GenBank e a detecção de identidade 

pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). O alinhamento foi realizado com o 

auxílio do programa MAFFT (MISAWA; MIYATA, 2002) e inspeção visual com 

auxílio do programa MEGA versão 5.1 (TAMURA et al., 2011). 

Para a análise filogenética foram utilizados 80 isolados clínicos de 

leveduras do gênero Candida caracterizados molecularmente (TABELA 2),  

incluindo as linhagens referência (TABELA 1). Como grupo externo para 

comparação utilizou-se a sequência de Neurospora crassa (DANIEL et al., 2001; 

DIEZMANN et al., 2004; TSUI et al., 2008). O melhor modelo evolutivo foi calculado 

pelo programa MEGA versão 5.1, assim como a construção das árvores 

filogenéticas baseada em Maximum Likelihood, utilizando análise de bootstrap com 

1000 repetições (TAMURA et al., 2011). A relação entre os isolados foi realizada 
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com os dados genéticos visualizados na árvore filogenética, dados clínicos e 

epidemiológicos. 

Para a construção da árvore filogenética utilizou-se também sequências 

de C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis,    

C. tropicalis, C. famata, Meyerozyma guilliermondii, Pichia anomala,  

Clavispora lusitaniae, P. kudriavzevii e S. cereveisiae depositadas no banco de 

dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para comparação com as sequências 

obtidas. Como grupo externo utilizou-se Neurospora crassa. A linhagem C. albicans 

ATCC 10231 (TABELA 1) também foi utilizada como referência para os testes de 

suscetibilidade “in vitro” . 

 

 

4.4.2  GENOTIPAGEM DE Candida albicans – SISTEMA ABC 

 

Para a determinação da genotipagem pelo sistema ABC, realizou-se a 

amplificação da região de interesse com o par de oligonucleotídeos iniciadores: CA-

int-L (5’-ATAAGGGAAGTCGGCAAAATAGATCCGTAA-3’) e CA-int-R (5’-CCTTGG 

CTGTGGTTTCGCTAGATAGTAGAT-3’) descritos por McCullough et al. (1999b).  

O genótipo A apresenta um fragmento de ~450 pb, genótipo B ~840 pb, 

genótipo C apresenta os dois produtos, uma banda de ~450 pb e outra de ~840 pb e 

o genótipo D apresenta um fragmento de ~1.080pb (McCullough et al.,1999b).  

 

 

4.5 TESTE DE MICRODILUIÇÃO 

 

Os testes de suscetibilidade aos antifúngicos anfotericina B (Sigma-

Aldrich Quimica, Madrid, Spain – antifúngico padrão); fluconazol (Sigma-Aldrich 

Quimica, Madrid, Spain – antifúngico padrão); micafungina (Mycamine®; Astellas 

Pharma Inc., Toyama, Japan – formulação comercial) e anidulafungina (Ecalta-

Pfizer, Kent, United Kingdom – formulação comercial) foram realizados pelo método 

de microdiluição em caldo, de acordo com as normas M27-A3 e M27-S3 

estabelecidas pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2008). Para o 

controle de qualidade do teste foi utilizada a linhagem C. albicans ATCC 10231, 

sensível à todos os antifúngicos testados. Os valores de CIM para equinocandinas 
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foram confirmados pelo Laboratório Especial de Micologia, laboratório de referência 

para os testes de suscetibilidade (LEMI – UNIFESP – São Paulo). 

  

 

4.5.1 Preparo dos antifúngicos 

 

Os antifúngicos foram diluídos seguindo as normas M27-A3 e M27-S3 do 

CLSI (CLSI, 2008). A partir das soluções padrões, foram preparadas 10 diluições 

com RPMI 1640 a fim de obter 10 concentrações decrescentes de cada droga, 

variando de 0,3 a 160µg/mL para as equinocandinas, 0,03 a 16µg/mL para 

anfotericina B e 0,125 a 64µg/mL para fluconazol, distribuídas nos poços 1 a 10 da 

microplaca. 

 

 
4.5.2 Preparo do inóculo 

 

Para o preparo do inóculo, os isolados previamente recuperados, foram 

repicados novamente em meio Ágar Sabouraud e incubados a 35°C±2 por 24 horas. 

Foram realizadas suspensões em solução salina (0,85%) para uma concentração 

final de 1,5x108cels/mL. A partir desta concentração foram realizadas as diluições 

1:5 em solução salina (0,85%) e desta, uma diluição 1:20 em RPMI 1640 para 

distribuição na placa de microdiluição. 

 

 

4.5.3 Teste de microdiluição e Concentração Inibitória Mínima 

 

Para a montagem do teste foram adicionados 100µL da diluição dos 

antifúngicos nos poços 1 a 10. Onde a primeira coluna corresponde a maior 

concentração da droga e a décima, a menor concentração. Cada um destes poços 

recebeu ainda 100µL do inóculo de levedura.  

A coluna 11 correspondeu ao controle de crescimento, onde foram 

adicionados 100µL de RPMI e 100µL do inóculo. A décima segunda foi utilizada 

para o controle de esterilidade, nesta foi colocado apenas 200µL do meio de cultura. 

As placas foram incubadas a 35°C±2 por 48 horas. Após esse período de 



45 
 

 

incubação, a concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada visualmente com 

um espelho invertido. 

A CIM foi definida como a menor concentração de cada antifúngico, capaz 

de reduzir em 50% o crescimento da levedura para azólicos (fluconazol) e 

equinocandinas (micafungina e anidulafungina), e ausência de crescimento para 

poliênicos (anfotericina B) em comparação com o controle de crescimento. A 

interpretação das CIMs e pontos de corte para cada antifúngico e cada espécie foi 

considerada de acordo com a norma vigente do documento M27-S4 (CLSI, 2012), 

que leva em consideração cada espécie; no entanto, para as espécies não 

consideradas pela norma vigente, utilizou-se a norma anterior (M27-A3/M27-S3 - 

CLSI, 2008 – ANEXO 2). 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS 

 

O levantamento de todos os isolados resultou em um total de 430 

isolados. Destes, 288 (67%) são de pacientes do Hospital de Clínicas/UFPR e 142 

(33%) de pacientes de hospitais terciários privados de Curitiba-PR. Esta 

porcentagem dos hospitais terciários privados não representa a totalidade de 

episódios de candidemia destes hospitais, mas apenas os que foram enviados para 

o Laboratório de Micologia/HC durante o período de estudo.  

A idade dos pacientes envolvidos com os episódios de candidemia, cujo 

material de análise resultou nos isolados, variou de 01 dia a 95 anos, com maior 

número de adultos (64,3%) na população do HC/UFPR e crianças (38,8%) no grupo 

dos hospitais terciários privados de Curitiba-PR (dado limitado visto o grande 

número de fichas sem informação da idade do paciente). A prevalência de idade 

entre as crianças foi de 01 ano (3,95% - 17 episódios) e entre os adultos 56 anos 

(2,55% - 11 episódios), para os dois grupos de hospitais. Em relação ao gênero 

pode-se observar que entre os dois grupos 222 (51,6%) dos pacientes eram do 

gênero masculino (TABELA 3). 

 

 

TABELA 3 - DADOS DEMOGRÁFICOS DOS PACIENTES DOS DOIS GRUPOS ABORDADOS 

VARIÁVEIS HC/UFPR PRIVADOS 

Gênero N % N % 

Feminino 135 47 66 46 

Masculino 148 51 74 52 

SI* 5 2 2 2 

Grupo Etário     

Adulto 185 64,3 48 33,8 

Criança 103 35,7 55 38,8 

SI** 0 0 39 27,4 
SI*: SEM INFORMAÇÃO DE GÊNERO; SI**: SEM INFORMAÇÃO DE IDADE; N: 
NÚMERO DE INDIVÍDUOS.  
FONTE: O AUTOR (2014) 
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Entre as espécies observou-se que C. albicans foi a mais isolada entre os 

pacientes do Hospital de Clíncas/UFPR, tanto em adultos quanto em crianças 

(55,2% e 40,7%, respectivamente). Entre os adultos, as espécies seguintes foram 

C. glabrata (14%), C. parapsilosis (13,6%), C. krusei (6,5%) e C. tropicalis (5,5%). 

Entre as crianças foram C. parapsilosis (35%), C. tropicalis (7,7%) e C. guilliermondii 

(5,8%) (TABELA 4). 

Entre os isolados do grupo dos hospitais terciários privados de Curitiba-

PR a espécie mais frequente foi C. parapsilosis, tanto em adultos quanto em 

crianças (43,8% e 50,9%, respectivamente). Seguido de C. albicans (14,5%) e  

C. guilliermondii (10,9%) entre as crianças; C. glabrata (20,8%) e C. tropicalis 

(12,5%) entre os adultos (TABELA 4). 

 

 

TABELA 4 - DISTRIBUIÇÃO DAS ESPÉCIES DE Candida* ISOLADAS DE SANGUE DE ACORDO 
COM A FAIXA ETÁRIA DOS PACIENTES 

 CRIANÇAS ADULTOS SI 

 HC/UFPR PRIVADOS HC/UFPR PRIVADOS HC/UFPR PRIVADOS 

ESPÉCIES N % N % N % N % N % N % 

C. albicans 42 40,7 8 14,5 102 55,1 4 8,3 - - 13 33,4 

C. parapsilosis 36 35 28 50,9 25 13,6 21 43,8 - - 7 18 

C. glabrata 5 4,8 - - 26 14 10 20,8 - - 3 7,7 

C. krusei 2 2 1 1,9 12 6,5 1 2,1 - - 2 5,1 

C. tropicalis 8 7,7 5 9 10 5,5 6 12,5 - - 7 18 

C. famata 2 2 2 3,6 5 2,7 1 2,1 - - 3 7,7 

C. guilliermondii 6 5,8 6 10,9 4 2,1 1 2,1 - - 1 2,5 

Candida sp. 2 2 3 5,4 - - 1 2,1 - - - - 

C. pelliculosa - - 1 1,9 1 0,5 3 6,2 - - 2 5,1 

C. lusitaniae - - 1 1,9 - - - - - - 1 2,5 

TOTAL 103 100 55 100 185 100 48 100 0 0 39 100 
*IDENTIFICAÇÃO PRESUNTIVA DA ESPÉCIE 
SI: SEM INFORMAÇÃO DE IDADE; N: NÚMERO DE ISOLADOS 
FONTE: O AUTOR (2014) 

 

 

A tabela 5 sumariza a comparação dos dados demográficos dos pacientes e 

dados microbiológicos dos isolados do presente estudo com os resultados 

encontrados em estudo anterior no mesmo hospital público, nos anos de 2001-2004. 
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TABELA 5 - COMPARAÇÃO DOS DADOS DEMOGRÁFICOS DOS PACIENTES E DADOS 
MICROBIOLÓGICOS DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS DO GÊNERO Candida EM DIFERENTES 
PERÍODOS 

Variáveis 2001-2004† 2005-2012¥ 

Idade (n.s.)   
Adultos 60 233 
Crianças (<14 anos) 40 158 

Gênero (n.s.)   
Masculino 60 222 
Feminino 40 201 

Espécies (adulto**/criança**)   
C. albicans 33/26 106/50 
C. glabrata 7/0 36/5 
C. parapsilosis 3/6 46/64 
C. tropicalis 12/3 16/13 

*p<0,01, n.s.: NÃO SIGNIFICATIVO 
FONTE: †FRANÇA, RIBEIRO E QUEIROZ-TELLES, (2008); ¥O AUTOR (2014) 

 

 

Não houve variação em relação a frequência de idade e gênero dos 

pacientes envolvidos com episódios de candidemia nos dois períodos de estudo. 

Quanto às espécies, observou-se que a frequência no período de 2001-2004 diferiu 

significativamente do período de 2005-2012, mas C. albicans continuou como a 

mais frequente entre os episódios de candidemia. 

A identificação molecular corroborou os dados fenotípicos em 91,3% dos 

80 isolados avaliados e caracterizados molecularmente neste estudo (TABELA 2). 

Apenas 07 isolados apresentaram discordância entre a identificação fenotípica com 

a identificação molecular (TABELA 6). 

 

 

TABELA 6 - ISOLADOS QUE APRESENTARAM DISCORDÂNCIA ENTRE A IDENTIFICAÇÃO 
FENOTÍPICA COM A IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
N° DE  
REFERÊNCIA 

DEPÓSITO 
COLEÇÃO ID* FENOTÍPICA ID* MOLECULAR 

HC4 LMICRO111 Candida sp. C. tropicalis 
HC63 LMICRO133 C. famata C. lusitaniae 
HC64 LMICRO134 C. famata C. tropicalis 
HC88 LMICRO158 C. albicans C. dubliniensis 
HC98 LMICRO168 C. parapsilosis C. metapsilosis 
HC105 LMICRO175 C. parapsilosis C. orthopsilosis 
HC110 LMICRO180 C. guilliermondii C. parapsilosis 
*ID: IDENTIFICAÇÃO FONTE: O AUTOR (2014) 
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De acordo com a análise de Maximum Likelihood com base no 

sequenciamento das regiões ITS, verificou-se que os isolados foram agrupados em 

nove diferentes clados denominados como Albicans, dubliniensis, Tropicalis, 

Complexo Parapsilosis, Glabrata, Pelliculosa, Guilliermondii, Lusitaniae e Krusei 

suportados com valores de bootstrap (FIGURA 1). O total de 863 sítios foi avaliado, 

destes, 340 pertenciam a sítios conservados, 502 sítios variáveis, 402 sítios 

parcimoniosos informativos e 100 sítios únicos. A frequência das bases foi 30,6% 

(T); 21,2% (C); 26,9% (A); 21,2% (G).  

Pela análise de sequenciamento da região variável D1/D2 verificou-se que 

os isolados discordantes agruparam-se em quatro diferentes clados denominados 

como Complexo Parapsilosis, Tropicalis, Dubliniensis e Lusitaniae suportados com 

valores de bootstrap (FIGURA 2). O total de 598 sítios foi avaliado, 339 pertenciam 

a sítios conservados, 238 sítios variáveis, 178 sítios parcimoniosos informativos e 

60 sítios únicos. A frequência de bases foi 26,1% (T); 17,2% (C); 27,2% (A); 29,6% 

(G). 

Através das sequências obtidas dos isolados de C. albicans, avaliou-se 

693 sítios, destes, 687 eram conservados e 5 variáveis, sendo que 3 foram 

parcimoniosos informativos e 2 de sítio único. A partir desta análise, observou-se 

baixa variabilidade genética entre os isolados do clado Albicans. 
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FIGURA 1- ÁRVORE FILOGENÉTICA DE MAXIMUM LIKELIHOOD BASEADA NO ALINHAMENTO 
DAS REGIÕES ITS E 5,8S DO rDNA, CONSTRUÍDO COM 1000 REPETIÇÕES, USANDO O 
MODELO EVOLUTIVO TAMURA 3-PARAMETROS COM DISTRIBUIÇÃO GAMA, USANGO O 
PROGRAMA MEGA VERSÃO 5.1. Neurospora crassa (MYA-4619) FOI UTILIZADO COMO GRUPO 
EXTERNO. A/B: GENÓTIPO DE C. albicans. *ISOLADOS COM ALTERAÇÃO NO PERFIL DE 
SUSCETIBILIDADE. T: “TYPE STRAIN”. VERMELHO: ISOLADOS COM IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR DISCORDANTE DA FENOTÍPICA 
FONTE: O AUTOR (2014) 

 

 

A análise das sequências dos isolados do Complexo Parapsilosis resultou 

em um total de 696 sítios analisados, destes 657 foram conservados e 37 variáveis, 

dos quais 27 foram parcimoniosos informativos e 10 sítios únicos. Observaram-se 

diferenças consideráveis dentro do Complexo Parapsilosis, onde se observou a 

nítida divisão das três espécies deste complexo: C. parapsilosis, C. metapsilosis e 

C. orthopsilosis. 
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FIGURA 2- ÁRVORE FIOGENÉTICA DE MAXIMUM LIKELIHOOD BASEADA NO ALINHAMENTO 
DA REGIÃO D1/D2 DO rDNA, CONSTRUÍDA COM 1000 REPETIÇÕES, USANDO O MODELO 
EVOLUTIVO TAMURA-NEI COM DISTRIBUIÇÃO GAMA, USANDO O PROGRAMA MEGA VERSÃO 
5.1. Neurospora crassa (FGSC 8771) FOI UTILIZADO COMO GRUPO EXTERNO. T: “TYPE 
STRAIN”. VERMELHO: ISOLADOS COM IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DISCORDANTE DA 
FENOTÍPICA 
FONTE: O AUTOR (2014) 

 

 

A genotipagem de C. albicans pelo sistema ABC identificou a presença 

dos genótipos A e B entre os isolados estudados, com maior prevalência do 

genótipo A (62%) (FIGURA 3). Ambos foram suscetíveis aos antifúngicos testados 

com exceção de um isolado do genótipo B (LMICRO145) resistente ao fluconazol. 
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FIGURA 3- GENOTIPAGEM DOS ISOLADOS DE Candida albicans PELO SISTEMA ABC 

 

 

5.2 SUSCETIBILIDADE “in vitro” 

 

Com o estudo da suscetibilidade observou-se que a espécie C. glabrata 

apresentou o maior número de linhagens com perfil de resistência frente aos 

antifúngicos testados, onde se pode observar que 05 linhagens apresentaram 

resistência à micafungina e suscetibilidade intermediária à anidulafungina. Além 

disso, 07 apresentaram suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol. A espécie 

C. albicans foi a mais suscetível, onde se verificou 01 linhagem resistente apenas 

ao fluconazol. Entre o Complexo Parapsilosis 05 linhagens da espécie  

C. parapsilosis apresentaram suscetibilidade intermediária à micafungina. As 

demais linhagens estudadas foram suscetíveis aos antifúngicos (TABELA 7). 

Entre as linhagens de C. glabrata, 05 apresentaram resistência à 

micafungina. O isolado LMICRO116 apresentou resistência as duas equinocandinas 

e ao fluconazol, concomitantemente. A espécie C. albicans foi a que menos 

apresentou resistência, apenas o isolado LMICRO145 foi resistente ao fluconazol. 

Candida parapsilosis apresentou apenas perfil de suscetibilidade intermediária à 

micafungina em 05 isolados, os demais foram suscetíveis aos outros antifúngicos. 
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TABELA 7 - VARIAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS (µg/mL) OBTIDAS DE 
ACORDO COM A ESPÉCIE DE Candida TESTADA 

Espécies Antifúngicos 
 (no. testado) 

No. de isolados por CIM (µg/mL) 

0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 

C. albicans Anidulafungina (27) - 2 - 24 1 - - - - - - - 
 Micafungina (27) 6 17 3 - - - 1 - - - - - 

 Anfotericina B (27) - 2 3 14 8 - - - - - - - 

 Fluconazol (27) - - 4 11 6 1 4 - 1 - - - 

              

C. parapsilosis Anidulafungina (22) - 1 1 1 11 6 2 - - - - - 

 Micafungina (22) - - - - 3 6 8 5 - - - - 

 Anfotericina B (22) - 1 - 14 7 - - - - - - - 

 Fluconazol (22) - - 2 5 8 6 1 - - - - - 

              

C. metapsilosis Anidulafungina (1) - - - - 1 - - - - - - - 

 Micafungina (1) - - - - - 1 - - - - - - 

 Anfotericina B (1) - - - - 1 - - - - - - - 

 Fluconazol (1) - - - - - 1 - - - - - - 

              

C. orthopsilosis Anidulafungina (1) - - - - 1 - - - - - - - 

 Micafungina (1) - - - - - - 1 - - - - - 

 Anfotericina B (1) - - - - 1 - - - - - - - 

 Fluconazol (1) - - - - - - 1 - - - - - 

              

C. glabrata Anidulafungina (8) - - - 7 - - 1 - - - - - 

 Micafungina (8) 2 1 - 4 - 1 - - - - - - 

 Anfotericina B (8) - - - 3 5 - - - - - - - 

 Fluconazol (8) - - - - - - - - 1 6 - 1 

              

C. tropicalis Anidulafungina (7) - 3 1 3 - - - - - - - - 

 Micafungina (7) - - - 7 - - - - - - - - 

 Anfotericina B (7) - 1 1 3 2 - - - - - - - 

 Fluconazol (7) - - - 2 2 1 1 - - - 1 - 

              

C. guilliermondii Anidulafungina (5) - 1 - - - - 4 - - - - - 

 Micafungina (5) - - - - - 1 2 2 - - - - 

 Anfotericina B (5) - - - 1 4 - - - - - - - 

 Fluconazol (5) - - - - - 2 1 - - - - 2 

              

C. krusei Anidulafungina (3) - - - 3 - - - - - - - - 

 Micafungina (3) - - - 1 2 - - - - - - - 

 Anfotericina B (3) - - - - 2 1 - - - - - - 

 Fluconazol (3) - - - - - - - - - 1 2 - 

              

C. pelliculosa Anidulafungina (3) 1 - - 2 - - - - - - - - 

 Micafungina (3) - - 2 - 1 - - - - - - - 

 Anfotericina B (3) 1 - - - 1 1 - - - - - - 

         Continua 
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         Continuação 

Espécies 
Antifúngicos 
 (no. testado) 

No. de isolados por CIM (µg/mL) 

0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 

 Fluconazol (3) - - - - - - 3 - - - - - 
C. lusitaniae Anidulafungina (2) - - - 2 - - - - - - - - 

 Micafungina (2) - - - 1 1 - - - - - - - 

 Anfotericina B (2) - - 1 1 - - - - - - - - 

 Fluconazol (2) - - 1 - - - 1 - - - - - 

              

C. dubliniensis Anidulafungina (1) - 1 - - - - - - - - - - 

 Micafungina (1) - - 1 - - - - - - - - - 

 Anfotericina B (1) - - - - 1 - - - - - - - 

 Fluconazol (1) - - - 1 - - - - - - - - 

AND: ANIDULAFUNGINA, MCF: MICAFUNGINA, AMB: ANFOTERICINA B, FLU: FLUCONAZOL, 
S: SUSCETÍVEL, SDD: SUSCETIBILIDADE DOSE-DEPENDENTE, I: SUSCETIBILIDADE 
INTERMEDIÁRIA, R: RESISTENTE 
FONTE: O AUTOR (2014) 

 

 

Cinco isolados foram selecionados para serem enviados ao Laboratório 

Especial de Micologia (LEMI – UNIFESP – São Paulo) a fim de comparar as CIMs 

obtidas com as formulações comerciais de anidulafungina e micafungina utilizadas 

no presente estudo, com as CIMs dos antifúngicos padrões de anidulafungina e 

caspofungina (TABELA 8). 

Para anidulafungina, formulação comercial e antifúngico padrão, 03 

isolados (LMICRO113, LMICRO135 e LMICRO179) apresentaram os mesmos 

valores de CIM (TABELA 8). Os valores de CIM obtidos para os isolados 

LMICRO116 e LMICRO145 apresentaram pouca variação, entretanto isso não 

representou alteração na interpretação do perfil de suscetibilidade. Já para 

micafungina (formulação comercial), esta relação não pôde ser realizada 

diretamente, pois entre caspofungina (antifúngico padrão) e micafungina todos os 

valores de CIM foram diferentes. Mas estas diferenças não alteraram a 

interpretação do perfil de suscetibilidade dos isolados LMICRO113, LMICRO116 e 

LMICRO145. 
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TABELA 8 - COMPARAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA REALIZADA COM 
EQUINOCANDINAS FORMULAÇÃO COMERCIAL E ANTIFÚNGICO PADRÃO 

 CIM (µg/mL) Formulação comercial* CIM (µg/mL) Antifíngico padrão** 

 AND MCF AND CSP 

LMICRO113 0,25 0,25 0,25 0,5 

LMICRO116 2,0 0,25 1,0 1,0 

LMICRO135 2,0 4,0 2,0 1,0 

LMICRO145 0,25 0,06 0,03 0,03 

LMICRO179 0,25 0,25 0,25 0,5 

*TESTE COM FORMULAÇÃO COMERCIAL DE EQUINOCANDINAS REALIZADA NO PRESENTE 
ESTUDO. **TESTE COM O ANTIFÚNGICO PADRÃO DE EQUINOCANDINAS REALIZADA PELO 
LEMI 
FONTE: O AUTOR (2014) 

 

 

5.2.1 Isolados de Candida resistentes 

 

Os isolados que apresentaram resistência a pelo menos um antifúngico 

(LMICRO112, LMICRO113, LMICRO115, LMICRO116, LMICRO117, LMICRO135 e 

LMICRO145) foram avaliados quanto a relação entre os dados clínicos e os valores 

de CIM obtidos (TABELA 9).  

O paciente do isolado LMICRO112, gênero feminino, nascimento em 

01/08/46, foi internada no dia 02/09/06 na unidade de cirurgia geral devido à um 

quadro de suboclusão intestinal. O paciente foi submetido a sigmoidectomia e 

colostomia terminal no dia 04/09/06, havendo evolução para necrose intestinal 

sendo necessária a retirada da área necrosada, nova colostomia e cecostomia 

descompressiva em 11/09/06. No dia 19/09/06 foi submetida à ventilação mecânica 

e no mesmo dia uma amostra de sangue foi coletada para a realização da 

hemocultura e início de tratamento com piperacilina, tazobactam e vancomicina por 

sepse bacteriana, e fluconazol por peritonite. No dia 21/09/06 apresentou choque 

séptico, disfunção renal, parada cardíaca irreversível que resultou em óbito, antes 

que se soubesse do resultado da hemocultura. Apesar da paciente já estar sob 

tratamento com fluconazol há três dias, este foi prescrito para outra condição e não 

para candidemia, por este motivo não foi possível determinar a resposta ao 

tratamento. O resultado da hemocultura foi positivo para C. glabrata, com resultado 

emitido dia 29/09/06. 
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TABELA 9 - CORRELAÇÃO ENTRE OS DADOS CLÍNICOS DOS PACIENTES E O PERFIL DE 
SUSCETIBILIDADE “IN VITRO” DOS ISOLADOS TESTADOS 

ISOLADO 
DOENÇA 

ASSOCIADA DO 
PACIENTE 

TRATAMENTO REPOSTA PERFIL DE 
SUSCETIBILIDADE 

LMICRO112 
C. glabrata 

Suboclusão intestinal, 
cirurgia abdominal 

FLU Indeterminado 
AND (I) MCF (R) 

AMB (S) 
FLU (SDD) 

LMICRO113 
C. glabrata 

Doença metabólica, 
cirurgia abdominal FLU Favorável 

AND (I) MCF (R) 
AMB (S) 

FLU (SDD) 

LMICRO115 
C. glabrata 

Doença de Crohn, 
adenocarcinoma 

tubular 

Sem 
tratamento* - 

AND (I) MCF (R) 
AMB (S) 

FLU (SDD) 

LMICRO116 
C. glabrata 

Tumor de Burkitt, 
diálise AMB Favorável 

AND (R) MCF (R) 
AMB (S) 
FLU (R) 

LMICRO117 
C. glabrata 

Úlcera gástrica, 
doença diverticular, 
cirurgia abdominal 

Sem 
tratamento** - 

AND (I) MCF (R) 
AMB (S) 

FLU (SDD) 

LMICRO135 
C. guilliermondii 

LLA, transplante de 
medula óssea 

FLU, 
voriconazol Indeterminado 

AND (S) MCF (I) 
AMB (S) 
FLU (R) 

LMICRO145 
C. albicans 

Anomalia anorretal, 
cirurgia abdominal FLU+AMB Favorável 

AND (S) MCF (S) 
AMB (S) 
FLU (R) 

*: OBITO ANTES DO INÍCIO DO TRATAMENTO; **: CANDIDEMIA TRANSITÓRIA; 
INDETERMINADO: ÓBITO; LLA: LEUCEMIA LINFOCÍTICA AGUDA 
FONTE: O AUTOR (2014) 
 

 

O paciente do isolado LMICRO113, gênero masculino, nascimento em 

18/01/07, foi internado no dia 25/02/07 na unidade de terapia intensiva pediátrica, 

com indicação de má rotação intestinal, fenilcetonúria, hemoglobinopatia e 

hipotireoidismo congênito. Recebeu nutrição parenteral prolongada e várias infusões 

de hemácias, plaquetas e plasma. Foi detectada infecção de cateter por 

Staphylococcus coagulase negativo, iniciou tratamento com vancomicina e troca de 

cateter. Detectaram-se aderências de alça, hérnia interna e estenose de jejuno 

necessitando de cirurgia para correções. Após este procedimento ouve piora do 

quadro infeccioso e crescimento de Klebsiela pneumoniae na hemocultura, 
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associou-se imipenem à vancomicina. No dia 31/03/07 foi coletada uma amostra de 

sangue para a realização de hemocultura, com resultado positivo para C. glabrata, 

recebendo tratamento com fluconazol no dia 02/04/07. No dia 10/04/07 continuou 

com hemocultura positiva para C. glabrata, que negativou em 16/04/07. Ainda no dia 

16/04/07 recebeu nistatina para tratamento de micose superficial. Dia 17/04/07 

recebeu alta com transferência para hospital da cidade natal, com a orientação de 

continuar o tratamento com fluconazol. 

Paciente do isolado LMICRO115, gênero masculino, nascimento em 

06/09/83, foi internado dia 23/03/09 na unidade de cirurgia geral, é portador de 

doença de Crohn, adenocarcinoma tubular infiltrativo, tumor sigmóide, metástase 

em 2/3 dos linfonodos, cirrose hepática e colangite esclerosante. No dia 23/04/09 

suspeitou-se de metástase hepática, dia 27/04/09 laudo da imagenologia confirmou 

presença de nodulo no fígado. Dia 06/07/09 biópsia confirmou a presença de 

hepatocarcinoma, e o paciente apresentou piora clínica progressiva desde então. 

No dia 28/09/09 foi solicitado hemocultura e dia 29/09/09 iniciou quadro de 

candidíase oral. Dia 01/10/09 o paciente foi a óbito antes do início do tratamento 

para candidemia, pois o resultado foi liberado apenas dia 10/10/09. 

O paciente do isolado LMICRO116, gênero masculino, nascimento em 

17/11/86, foi internado no dia 03/01/12 na unidade quimioterapia de alto risco, 

paciente portador de tumor de Burkitt, neutropena febril e mucosite. No dia 06/01/12 

iniciou tratamento com micafungina terapêutica. Dia 15/01/12 foi coletada amostra 

de sangue para a realização de hemocultura, que foi positiva para C. glabrata, 

permanecendo positiva até o dia 18/01/12. Dia 21/01/12 iniciou tratamento de 

mucosite com nistatina. Dia 22/01/12 foi coletada uma nova amostra de sangue para 

hemocultura, esta continuava positiva para C. glabrata. Dia 26/01/12 retirou-se 

micafungina e iniciou-se o tratamento com anfotericina B, no dia 31/01/12 a 

hemocultura foi negativa. O paciente recebeu alta no dia 13/02/12, com retorno 

marcado em duas semanas. 

Paciente do isolado LMICRO117, gênero feminino, nascimento em 

20/10/43, foi internado dia 13/05/11 na unidade de clínica geral, com indicação de 

úlcera gástrica com a presença de hemorragia, além de apresentar hipertensão 

arterial, diabetes e doença diverticular. Realizou gastrectomia parcial dia 16/06/11, 

iniciou uso de antibióticos e necessitou de cateter venoso central. Entre os dias 

18/05/11 a 16/06/11 recebeu tratamento de micose superficial com nistatina, no 
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mesmo dia 16/06/11 foi coletado sangue de cateter para a realização de 

hemocultura. A paciente recebeu alta no dia 29/06/11. Este epísódio de candidemia 

pode ter sido transitório como resultado de colonização do cateter, visto que a 

paciente não apesentava qualquer sintoma associado à candidemia. Paciente não 

recebeu tratamento para a candidemia transitória. 

O paciente do isolado LMICRO135, gênero masculino, nascimento em 

30/04/91, foi internado dia 03/11/11, na unidade de quimioterapia de alto risco, 

paciente possui leucemia linfocítica aguda e neutropia grave. Dia 05/11/11 iniciou 

tratamento com fluconazol por infecção superficial por Candida. Dia 07/11/11 iniciou 

radioterapia e foi submetido à transplante de medula óssea no dia 11/11/11. Evoluiu 

para um quadro de mucosite grau 4 no dia 17/11/11, recebendo tratamento com 

meropenem e vancomicina. No dia 21/11/11 apresentou lesões de pele sugestivas 

de fusariose e lesões em face, axilas e região genital sugestivas de queimadura por 

radiodermite. Dia 27/11/11 iniciou insuficiência respiratória, necessitando de 

ventilação mecânica. Solicitaram hemocultura de sangue de cateter em 28/11/11 

positivo para Fusarium sp., e nos dias 29 e 30/11/11 a hemocultura foi positiva para 

C. guilliermondii. Dia 30/11/11 iniciaram tratamento para fusariose com voriconazol, 

mas no dia 02/12/11 houve piora da insuficiência respiratória, redução do volume de 

diurese, hipotensão refratária sem resposta, resultando em óbito. No ano de 2010 o 

paciente também foi internado, onde foi exposto ao fluconazol por 25 dias. 

O paciente do isolado LMICRO145, gênero feminino, nascimento em 

25/02/10, foi admitido dia 03/03/10 na unidade de cirurgia pediátrica por apresentar 

anomalia anorretal com fístula retovesicular, diagnosticado também dextrocardia. No 

dia 08/03/10 iniciou nistatina para o tratamento de candidíase oral. Dia 11/03/10 fez 

cirurgia de anoretoplastia sagital posterior e dia 25/03/10 foi submetida a 

enteroanastomose duodenal de apendicectomia. No dia 29/03/10 iniciou tratamento 

com fluconazol profilático que foi suspenso no dia 07/04/10. Dia 10/04/10 fez outra 

cirurgia de enteroanastomose duodenal. Dia 12/04/10 apresentou hemocultura 

positiva para Staphylococcus coagulase negativo recebendo tratamento com 

vancomicina, piperacilina e tazobactam. No dia 15/04/10 foi coletada uma nova 

amostra de sangue para hemocultura, esta positivou no dia 18/04/10. Dia 19/04/10 

recebeu tratamento para candidemia com a associação de anfotericina B e 

fluconazol. Outra hemocultura foi solicitada e apresentou-se negativa no dia 
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26/04/10, neste dia, a anfotericina B foi suspensa e fluconazol foi mantido. O 

paciente recebeu alta no dia 18/05/10 com retorno ambulatorial agendado.  

Observou-se em relação à resposta clínica ao tratamento e os resultados 

dos testes de suscetibilidade “in vitro” que o isolado LMICRO116 (C. glabrata) foi 

obtido de um paciente que durante o tratamento com micafungina (MCF) 

permanecia com hemoculturas positivas e após a substituição para anfotericina B 

apresentou sucesso terapêutico. Os testes de suscetibilidade revelaram que este 

isolado era resistente à MCF e a anidulafungina e suscetível à anfotericia B. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A frequência de micoses invasivas por fungos oportunistas tem 

aumentado significativamente ao longo dos últimos anos, e mais de 17 espécies 

diferentes de Candida foram identificadas como agentes etiológicos de infecções da 

corrente sanguínea (PFALLER; DIEKEMA, 2004).  

Quando se compara a distribuição das espécies associadas aos episódios 

de candidemia ocorridos no HC/UFPR, observa-se que a distribuição de espécies se 

manteve no decorrer dos anos, mas com diferentes frequências nos períodos de 

estudo. Sendo C. albicans a espécie mais frequentemente isolada (40,7% em 

crianças e 55,1% em adultos), C. parapsilosis (35%) com predomínio entre as 

crianças e C. glabrata (13,6%) entre os adultos. O mesmo foi observado no período 

anterior a este estudo por França, Ribeiro e Queiroz-Telles (2008). Entre os 

hospitais privados, a distribuição das espécies diferiu do HC/UFPR, apresentando 

C. parapsilosis como mais frequente em adultos (43,8%) e crianças (50,9%), 

seguido de C. glabrata (20,8%) e C. tropicalis (12,5%) em adultos e C. albicans 

(14,5%) e C. guilliermondii (10,9%) em crianças. Este dados diferem de Colombo et 

al. (2013), que obtiveram C. albicans  como a mais prevalente em ambos os grupos 

(hospital público (35%), hospital privado (33%)), seguida das espécie C. parapsilosis 

(33%) e C. tropicalis (20%) nos hospitais públicos e C. tropicalis (29%) e  

C. parapsilosis (16%) nos privados. O motivo para essa mudança é que os isolados 

oriundos de hospitais privados não correspondem a totalidade de episódios de 

candidemia ocorridos neste período nos hospitais privados, pois o presente estudo 

considerou apenas os foram depositados na micoteca do Hospital de 

Clínicas/UFPR. 

A espécie C. albicans ainda é considerada a causa mais comum de 

candidemia em hospitais terciários brasileiros, com frequência de aproximadamente 

40% dos episódios (PASSOS et al., 2007; FRANÇA; RIBEIRO; QUEIROZ-TELLES, 

2008; GIRÃO et al., 2008; NUCCI et al., 2013), os resultados obtidos a partir deste 

estudo corroboram esta evidência. Entretanto, tem-se observado um aumento de 

infecções causadas por espécies de Candida não-albicans, destacando C. tropicalis, 

C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei (COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et al., 



62 
 

 

2007; XAVIER et al., 2008; GIRÃO et al., 2008; PFALLER et al., 2011; NUCCI et al., 

2013). Estas espécies também foram encontradas pelo presente estudo.  

Existe uma dificuldade na identificação rotineira de espécies agrupadas 

em complexos ou que apresentam semelhanças morfológicas e bioquímicas com 

outras espécies (COLOMBO et al., 2012; MOTA et al., 2012; XAFRANSKI et al., 

2013), havendo necessidade de complementação da identificação através de 

métodos moleculares. Neste estudo isto foi observado para os isolados do 

Complexo Parapsilosis e as espécies C. dubliniensis e C. lusitaniae, confirmando 

assim, a necessidade de complementação da identificação presuntiva com a 

molecular (TABELA 6).  

A precisa diferenciação das espécies do Complexo Parapsilosis é 

necessária, uma vez que estas apresentam variações quanto ao perfil de 

suscetibilidade aos antifúngicos (VAN ASBECK et al., 2008; LOCKHART et al., 

2008). Observou-se que os isolados da espécie C. parapsilosis apresentaram 

suscetibilidade intermediária à micafungina, corroborando os dados da literatura que 

sugerem menor suscetibilidade de C. parapsilosis em relação às demais espécies 

do complexo (LOCKHART et al., 2008; CANTÓN et al., 2011; GARCIA-EFFRON  

et al., 2012). Os resultados do presente estudo mostraram que os valores de CIM 

para anfotericina B entre as três espécies do Complexo Parapsilosis foram 

semelhantes. No entanto, Lockart et al. (2008) observaram valores de CIM mais 

elevados para C. parapsilosis. Isto reforça a importância da realização de testes de 

suscetibilidade “in vitro” para monitorar os valores de CIMs para diferentes 

antifúngicos permitindo identificar e caracterizar o surgimento de patógenos 

resistentes, contribuindo para uma indicação segura da terapia.  

Os isolados de C. parapsilosis do presente estudo com sensibilidade 

intermediária, foram provenientes de crianças com malignidades hematológicas, que 

fizeram transplante de medula óssea ou que faziam uso de antibióticos. Esta 

espécie é frequentemente relacionada com infecções em pacientes neonatos, 

prematuros, uso de antibióticos de amplo espectro, uso de cateter venoso central e 

nutrição parenteral total (MIRANDA et al., 2012), pois é capaz de proliferar e aderir 

melhor a superfícies acrílicas que as outras espécies de Candida (LEVY et al., 

1998). 

A genotipagem ABC dos isolados de C. albicans foi incluída no estudo 

para fornecer mais dados discriminatórios à respeito desta espécie. O genótipo A é 
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mais frequentemente identificado a partir de isolados clínicos, além de estar 

relacionado com menor suscetibilidade ao antifúngico flucytosina (McCULLOUGH et 

al., 1999a; McCULLOUGH et al., 1999b; ABDULRAHN et al., 2013). Da mesma 

forma que nos estudos anteriores, os resultados deste trabalho mostraram que o 

genótipo A predominou entre os isolados analisados, e verificou-se que 

independente do genótipo, todos foram suscetíveis aos antifúngicos testados, com 

exceção de um isolado do genótipo B que apresentou resistência ao fluconazol. O 

fluconazol tem atividade terapêutica satisfatória frente a esta espécie e tem sido 

utilizado para a prevenção e tratamento de candidíase sistêmica por muitos anos, 

nestes casos a suscetibilidade ao fluconazol pode atingir 95%, sendo eficaz contra a 

maioria dos casos de infecção por esta espécie (YING et al., 2013). Entretanto, o 

uso repetitivo e prolongado para o tratamento de infecções crônicas e seu uso 

profilático tem favorecido o aparecimento de isolados de C. albicans resistentes. 

As infecções por C. glabrata estão aumentando nos últimos anos, isso 

está aparentemente relacionado com o elevado uso de fluconazol nos hospitais e a 

ocorrência de isolados resistentes a este antifúngico (PASQUALOTTO et al., 2008). 

Consequentemente, as equinocandinas foram recentemente indicadas como 

primeira linha de escolha para o tratamento de candidemia (COLOMBO et al., 

2012), mas tem sido observado isolados da espécie C. glabrata  resistentes a esta 

classe de antifúngico (HEALEY et al., 2011). No presente estudo esta foi a espécie 

com o maior número de isolados com resistência antifúngica, apresentando 

resistência ao fluconazol e às equinocandinas. Um destes isolados (C. glabrata 

HC46), com perfil de resistência elevado foi utilizado por Bizerra et al. (2014) para a 

investigação de mutações envolvidas com as resistências observadas. Os autores 

confirmaram a presença de uma mutação pontual no gene FKS2 na posição S663F, 

conferindo a produção de uma enzima D-glucano 1,3-β-sintase com sensibilidade 

reduzida à ação das equinocandinas, e forte potencial de falha terapêutica.  

No período de 2001-2004 no HC/UFPR observou-se somente SDD aos 

antifúngicos testados para as espécies C. krusei, C. glabrata e C. pelliculosa 

(FRANÇA; RIBEIRO; QUEIROZ-TELLES, 2008). No presente trabalho observou-se 

que houve isolados de C. krusei com SDD ao FLU, para a espécie C. glabrata além 

do perfil de SDD ao FLU, observou-se R ao FLU e suscetibilidade intermediária e 

resistência à MCF e AND. Além disso, outras espécies apresentaram valores de 

CIM altos como C. albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. tropicalis, dados 
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que não haviam sido relatados em estudo anterior realizado no mesmo hospital 

(FRANÇA; RIBEIRO; QUEIROZ-TELLES, 2008). Esta diminuição da suscetibilidade 

aos antifúngicos se deve ao aumento no uso de terapias profiláticas e empíricas 

com fluconazol e equinocandinas nos últimos anos. 

Os isolados da espécie C. guilliermondii que apresentaram suscetibilidade 

intermediária à MCF e resistência ao FLU pertenciam ao mesmo paciente, que 

apresentava leucemia linfocítica aguda e passou por transplante de medula óssea, 

recebeu tratamento com fluconazol por apresentar infecção superficial por Candida, 

e voriconazol por apresentar fusariose. Esta resistência observada ao fluconazol 

pode ter sido decorrente do contato com o antifúngico durante o tratamento da 

infecção superficial por Candida, como também a associação com voriconazol, 

levando a resistência cruzada entre as duas drogas, dados observados também por 

Colombo et al.  (2006). 

Comparando-se os testes de suscetibilidade com a formulação comercial 

das equinocandinas (AND e MCF) e o antifúngico padrão (AND e CSP) pode-se 

observar que embora houvesse variação na CIM para AND em dois isolados (HC46 

e HC75) a interpretação do perfil de suscetibilidade apresentou-se igual. Em relação 

à MCF não foi possível realizar uma comparação adequada, pois não foi realizado 

um teste de comparação com o antifúngico padrão de MCF, mas apenas com AND 

e CSP. De qualquer forma, comparando a interpretação do perfil de suscetibilidade 

entre MCF e CSP, pode-se observar que apesar dos valores de CIMs serem 

variáveis, a interpretação foi igual em três isolados analisados (HC18, HC46 e 

HC75).  Embora pertença a mesma classe antifúngica, a caspofungina costuma 

apresentar valores de CIM até quatro vezes mais altos que AND e MCF (ESPINEL-

INGROFF; CANTÓN, 2011). 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Os dados analisados, nos dois períodos compreendidos, neste estudo 

mostraram diferenças microbiológicas nos episódios de candidemia. Porém, a 

espécie C. albicans continua como a mais frequente, e entre as espécies Candida  

não-albicans, C. glabrata continua sendo a mais prevalente em adultos e  

C. parapsilosis em crianças. 

Os resultados indicaram a necessidade de complementar, por meio de 

marcadores moleculares, a identificação de espécies com grande semelhança 

morfológica e bioquímica com outras espécies, como C. dubliniensis, assim como 

aquelas agrupadas dentro de complexos, como o Complexo Parapsilosis, verificado 

neste estudo, uma vez que estas não puderam ser identificadas de forma precisa 

pelos marcadores fenotípiticos, normalmente adotados como critérios de 

identificação de rotina. 

A maioria dos isolados das diferentes espécies de Candida identificadas 

neste trabalho apresentarem-se suscetíveis aos antifúngicos testados. Entretanto, a 

espécie C. glabrata apresentou o maior número de isolados resistentes às 

equinocandinas. Observou-se também que espécies não envolvidas com resistência 

antifúngica em um período anterior, foram resistentes no período deste estudo. Isto 

se deve ao aumento no uso de terapias profiláticas e empíricas com fluconazol e 

equinocandinas. 

De acordo com os resultados, a caracterização molecular, juntamente 

com os testes de suscetibilidade apresentam importante papel no direcionamento 

para o tratamento dos episódios de candidemia.  
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APÊNDICE 

 

TABELA 1 - DESCRIÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS DOS ANTIFÚNGICOS 
TESTADOS FRENTE AOS ISOLADOS DE Candida 

CODIGO 
COLEÇÃO 

N° DE 
REFERÊNCIA 

ESPÉCIE 
AND MCF AMB FLU 

CIM SUS CIM SUS CIM SUS CIM SUS 

LMICRO110 E2 C. lusitaniae 0,25 S 0,25 S 0,12 S 2 S 

LMICRO111 HC4 C. tropicalis 0,25 S 0,25 S 0,12 S 32 SDD 

LMICRO112 HC14 C. glabrata 0,25 I 0,25 R 0,5 S 16 SDD 

LMICRO113 HC18 C. glabrata 0,25 I 0,25 R 0,25 S 16 SDD 

LMICRO114 E27 C. glabrata 0,25 I 0,06 S 0,25 S 16 SDD 

LMICRO115 HC32 C. glabrata 0,25 I 0,25 R 0,5 S 16 SDD 

LMICRO116 HC46 C. glabrata 2 R 0,25 R 0,5 S 64 R 

LMICRO117 HC47 C. glabrata 0,25 I 1 R 0,5 S 16 SDD 

LMICRO118 E48 C. tropicalis 0,25 S 0,25 S 0,5 S 0,25 S 

LMICRO119 HC49 C. tropicalis 0,25 S 0,25 S 0,5 S 0,5 S 

LMICRO120 E50 C. guilliermondii 0,06 S 1 S 0,5 S 1 S 

LMICRO121 E51 C. krusei 0,25 S 0,5 S 0,5 S 16 SDD 

LMICRO122 HC52 C. albicans 0,06 S 0,06 S 0,5 S 0,25 S 

LMICRO123 E53 C. tropicalis 0,06 S 0,25 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO124 HC54 C. tropicalis 0,12 S 0,25 S 0,06 S 2 S 

LMICRO125 HC55 C. parapsilosis 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,25 S 

LMICRO126 HC56 C. parapsilosis 0,5 S 4 I 0,5 S 0,5 S 

LMICRO127 HC57 C. parapsilosis 1 S 4 I 0,5 S 0,5 S 

LMICRO128 HC58 C. parapsilosis 0,5 S 1 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO129 E59 C. parapsilosis 0,5 S 4 I 0,5 S 0,5 S 

LMICRO130 HC60 C. parapsilosis 0,12 S 4 I 0,25 S 1 S 

LMICRO131 E61 C. parapsilosis 0,06 S 4 I 0,5 S 0,12 S 

LMICRO132 HC62 C. parapsilosis 0,25 S 0,5 S 0,5 S 0,25 S 

LMICRO133 HC63 C. lusitaniae 0,25 S 0,5 S 0,25 S 0,12 S 

LMICRO134 HC64 C. tropicalis 0,06 S 0,25 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO135 HC65 C. guilliermondii 2 S 4 I 0,5 S 64 R 

LMICRO136 HC66 C. krusei 0,25 S 0,5 I 0,5 S 32 SDD 

LMICRO137 HC67 C. albicans 0,25 S 0,03 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO138 HC68 C. albicans 0,25 S 0,03 S 0,12 S 0,5 S 

LMICRO139 HC69 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO140 HC70 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,12 S 0,25 S 

LMICRO141 HC71 C. albicans 0,25 S 0,03 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO142 HC72 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 1 S 

LMICRO143 HC73 C. albicans 0,06 S 0,03 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO144 HC74 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 2 S 

LMICRO145 HC75 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 8 R 

LMICRO146 HC76 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO147 HC77 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO148 HC78 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO149 E79 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 0,12 S 
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CODIGO 
COLEÇÃO 

N° DE 
REFERÊNCIA ESPÉCIE 

AND MCF AMB FLU 

CIM SUS CIM SUS CIM SUS CIM SUS 

LMICRO150 E80 C. pelliculosa 0,03 S 0,5 S 0,5 S 2 S 

LMICRO151 HC81 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO152 HC82 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,5 S 0,25 S 

LMICRO153 HC83 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,5 S 2 S 

LMICRO154 HC84 C. albicans 0,25 S 0,12 S 0,5 S 0,12 S 

LMICRO155 HC85 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,5 S 0,25 S 

LMICRO156 HC86 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,5 S 0,12 S 

LMICRO157 HC87 C. albicans 0,25 S 0,12 S 0,5 S 0,25 S 

LMICRO158 HC88 C. dubliniensis 0,06 S 0,12 S 0,5 S 0,25 S 

LMICRO159 HC89 C. albicans 0,25 S 0,12 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO160 HC90 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,25 S 0,12 S 

LMICRO161 HC91 C. albicans 0,25 S 0,03 S 0,5 S 2 S 

LMICRO162 HC92 C. albicans 0,25 S 0,03 S 0,12 S 0,5 S 

LMICRO163 HC93 C. albicans 0,25 S 0,06 S 0,06 S 0,5 S 

LMICRO164 HC94 C. albicans 0,5 S 2 S 0,06 S 2 S 

LMICRO165 HC95 C. parapsilosis 1 S 2 S 0,06 S 1 S 

LMICRO166 HC96 C. parapsilosis 0,5 S 2 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO167 HC97 C. parapsilosis 1 S 2 S 0,25 S 0,12 S 

LMICRO168 HC98 C. metapsilosis 0,5 S 1 S 0,5 S 1 S 

LMICRO169 HC99 C. parapsilosis 0,5 S 2 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO170 HC100 C. parapsilosis 1 S 1 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO171 HC101 C. parapsilosis 0,5 S 1 S 0,25 S 0,5 S 

LMICRO172 HC102 C. parapsilosis 1 S 1 S 0,25 S 1 S 

LMICRO173 HC103 C. parapsilosis 0,5 S 2 S 0,25 S 2 S 

LMICRO174 HC104 C. parapsilosis 1 S 0,5 S 0,25 S 1 S 

LMICRO175 HC105 C. orthopsilosis 0,5 S 2 S 0,5 S 2 S 

LMICRO176 HC106 C. parapsilosis 2 S 2 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO177 HC107 C. parapsilosis 0,5 S 1 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO178 HC108 C. parapsilosis 0,5 S 2 S 0,25 S 0,25 S 

LMICRO179 HC109 C. krusei 0,25 S 0,25 S 1 S 32 SDD 

LMICRO180 HC110 C. parapsilosis 2 S 2 S 0,25 S 1 S 

LMICRO181 HC111 C. guilliermondii 2 S 2 S 0,5 S 1 S 

LMICRO182 HC112 C. guilliermondii 2 S 4 I 0,5 S 64 R 

LMICRO183 E113 C. guilliermondii 2 S 2 S 0,25 S 2 S 

LMICRO184 HC115 C. tropicalis 0,06 S 0,25 S 0,25 S 1 S 

LMICRO185 HC116 C. glabrata 0,25 S 0,03 S 0,25 S 16 SDD 

LMICRO186 HC117 C. glabrata 0,25 S 0,03 S 0,5 S 8 SDD 

LMICRO187 E118 C. pelliculosa 0,25 S 0,12 S 0,03 S 2 S 

LMICRO188 HC119 C. parapsilosis 0,5 S 1 S 0,5 S 1 S 

LMICRO189 E120 C. pelliculosa 0,25 S 0,12 S 1 S 2 S 

HC: ISOLADOS DE PACIENTES DO HC/UFPR, E: ISOLADOS DE PACIENTES DE OUTROS 
HOSPITAIS, AND: ANIDULAFUNGINA, MCF: MICAFUNGINA, AMB: ANFOTERICINA B, FLU: 
FLUCONAZOL, CIM: CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA, SUS: SUSCETIBILIDADE.S: 
SENSÍVEL, SDD: SUSCETIBILIDADE DOSE-DEPENDENTE, I: SUSCETIBILIDADE 
INTERMEDIÁRIA, R: RESISTENTE 
FONTE: O AUTOR (2014) 
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ANEXO 2 - Pontos de corte considerados nos teste de suscetibilidade “in vitro” 

 

TABELA 1 – GUIA DE INTERPRETAÇÃO PARA TESTES DE SUSCETIBILIDADE “IN VITRO” 
PARA Candida spp 

Antifúngico S SDD I R NS 

Anidulafungina <2 - - - >2 
Caspofungina <2 - - - >2 
Micafungina <2 - - - >2 
Fluconazol <8 16-32 - >64 - 
Flucitosina <4 - 8-16 >32 - 
Itraconazol <0.125 0.25-0.5 - >1 - 
Voriconazol <1 2 - >4 - 
Anfotericina B <1 - - >1 - 
S: SUSCETÍVEL; SDD: SUSCETIBILIDADE DOSE-DEPENDENTE; I: INTERMEDIÁRIO; R: 
RESISTENTE; NS: NÃO-SUCETÍVEL.  
FONTE: TABELA ADAPTADA DE ACORDO COM O DOCUMENTO M27-A3/M27-S3 DO CLSI 
(2008) 

 

 

TABELA 2: PONTOS DE CORTE ESTABELECIDOS PARA LEVEDURAS PELO MÉTODO DE 
MICRODILUIÇÃO EM CALDO 
Antifúngico/Espécies CIM (µg/mL) 

  S SDD ou I R 

Fluconazol    
C. albicans ≤2 4 ≥8 
C. tropicalis ≤2 4 ≥8 
C. parapsilosis ≤2 4 ≥8 
C. glabrata  ≤32 ≥64 
C. krusei

a - - - 
Voriconazol    

C. albicans ≤0.125 0.25–0.5 ≥1 
C. tropicalis ≤0.125 0.25–0.5 ≥1 
C. parapsilosis ≤0.125 0.25–0.5 ≥1 
C. glabrata

b
 nd nd nd 

C. krusei ≤0.5 1 ≥2 
Anidulafungina    

C. albicans ≤0.25 0.5 ≥1 
C. tropicalis ≤0.25 0.5 ≥1 
C. parapsilosis ≤2 4 ≥8 
C. glabrata ≤0.12 0.25 ≥0.5 
C. krusei ≤0.25 0.5 ≥1 
C. guilliermondii ≤2 4 ≥8 

Caspofungina    
C. albicans ≤0.25 0.5 ≥1 
C. tropicalis ≤0.25 0.5 ≥1 
C. parapsilosis ≤2 4 ≥8 
C. glabrata ≤0.12 0.25 ≥0.5 
C. krusei ≤0.25 0.5 ≥1 
C. guilliermondii ≤2 4 ≥8 
   Continua 
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  Continuação 
Antifúngico/Espécies           CIM (µg/mL) 
 S SDD ou I R 
Micafungina    

C. albicans ≤0.25 0.5 ≥1 
C. tropicalis ≤0.25 0.5 ≥1 
C. parapsilosis ≤2 4 ≥8 
C. glabrata ≤0.06 0.12 ≥0.25 
C. krusei ≤0.25 0.5 ≥1 
C. guilliermondii ≤2 4 ≥8 

*S: SUSCETÍVEL, SDD: SUSCETIBILIDADE DOSE-DEPENDENTE, I: SUSCETIBILIDADE 
INTERMEDIÁRIA, R: RESISTENTE, ND: NÃO DETERMINADO. A: C. krusei É CLASSIFICADA 
COMO INTRINSICAMENTE RESISTENTE AO FLUCONAZOL. B: OS DADOS ATUAIS SÃO 
INSUFICIENTES PARA DETERMINAR UMA CORRELAÇÃO CONFIÁVEL ENTRE OS TESTES DE 
SUSCETIBILIDADE “IN VITRO” E OS RESULTADOS CLÍNICOS. VALORES DE CIM ≥ 0,5µG/ML 
PODEM SER UTILIZADOS PARA DIFERENCIAR ISOLADOS SELVAGENS DAQUELES NÃO-
SELVAGENS (ISOLADOS QUE EXPRESSAM MECANISMOS DE RESISTÊNCIA) 
FONTE: : TABELA ADAPTADA DE ACORDO COM O DOCUMENTO M27-S4, CLSI (2012) 
 


