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RESUMO 

A distribuição das espécies causadoras de candidemia varia conforme 

o tipo de hospital, região geográfica, fator de risco e idade dos pacientes, 

além da política de uso de antifúngicos da unidade hospitalar. Na região da 

Baixada Santista, estado de São Paulo, há carência desses dados, com 

vistas à vigilância epidemiológica. Os objetivos deste estudo foram: i) 

identificar, fenotipicamente, agentes etiológicos de candidemia quanto ao 

gênero e espécie; ii) diferenciar, por técnicas moleculares, isolados de C. 

albicans e C. dubliniensis, bem como, as novas espécies do complexo C. 

parapsilosis, (C. orthopsilosis e C. metapsilosis); iii) investigar espécies 

emergentes de leveduras como agentes de candidemia; iv) verificar a 

ocorrência de fenótipos de resistência a fluconazol, itraconazol e 

caspofungina por método de microdiluição. O estudo envolveu 97 isolados 

provenientes de hemoculturas obtidos de pacientes com quadro clínico 

indicativo de fungemia, atendidos no período de Jan/2008 a Dez/2010 em 

um hospital público. O perfil de suscetibilidade a antifúngicos (fluconazol, 

itraconazol e caspofungina) foi avaliado por microdiluição, segundo 

metodologia européia (AFST- EUCAST). A diferenciação das espécies do 

complexo C. parapsilosis foi feita por PCR-RFLP. Para identificação 

genotípica de C. albicans e C. dubliniensis foi realizado PCR, com dois 

primers (CAL5/NL4CAL e CDU2/NL4CAL), indicando ausência de C. 

dubliniensis. Entre os agentes de candidemia encontramos: C. parapsilosis 

(45; 46,4%), C. albicans (34; 35,1%), C. tropicalis (15; 15,5%), C. 

guilliermondii (2; 2,1%) e C. glabrata (1; 1%). Um número significativo de 

casos de candidemia (50; 51,5%) foi representada por pacientes recém-

nascidos e os agentes foram: C. parapsilosis (29, 58%), C. albicans (18, 

36%), C. tropicalis (2; 4%), e C. guilliermondii (1, 2%). Nós relatamos uma 

distribuição de espécies incomuns como C. parapsilosis superior a C. 

albicans como agente de candidemia prevalente, provavelmente devido a 

casos recém-nascidos, enfatizando a relevância da identificação precisa das 

espécies associadas a candidemia no Brasil. Observamos um número 

reduzido de isolados de C. orthopsilosis (3; 3%) e ausência de C. 



metapsilosis. Estes achados corroboram com dados nacionais e 

internacionais. Os perfis de suscetibilidade ao fluconazol foi alta (> 90%) 

para todas as espécies, mas menor para C. parapsilosis, C. guilliermondii e 

C. glabrata. Caspofungina mostrou alta atividade contra todos os isolados. 

Os dados deste estudo reforçam a importância dos testes de suscetibilidade 

e identificação precisa das espécies para orientação terapêutica empírica e 

profilática. 

 



ABSTRACT 

The occurrence of candidemia depends on the hospital, geographic 

region, risk factors and patient age, besides the antifungal usage in hospital 

units. In the coastal region of Santos city, Sao Paulo State, there is no 

epidemiological surveillance data regarding candidemia occurrence. We 

aimed in this study i) to phenotypically identify the etiologic agents of 

candidemia, ii) molecularly determine the presence of C. dubliniensis  among 

phenotypes of C. albicans  and the species of C. parapsilosis complex; iii) to 

investigate the emergency of new candidemia yeast species; iv) to analize 

the antifungal susceptibility profile of the candidemia agents to fluconazole, 

itraconazole and caspofungin. The study involved 97 bloodstream isolates 

obtained from patients with a clinical profile indicative of fungemia, attended 

from Jan/2008 to Dec/2010 in a public hospital. The susceptibility profiles to 

fluconazole, itraconazole, caspofungin was analyzes by microdilution 

according to European methodology (AFST-EUCAST). The species of C. 

parapsilosis complex were screened by PCR-RFLP methodology. The 

investigation of C. dubliniensis using PCR and two primers CAL5/NL4CAL e 

CDU2/NL4CAL resulted negative Among all candidemia agents we found: C. 

parapsilosis (45; 46.4%), C. albicans (34; 35.1%); C. tropicalis (15; 15.5%); 

C.guilliermondii (2; 2.1%), and C. glabrata (1; 1%). A significant high number 

of cases (50; 51.5%) was represented by newborn patients was and the 

candidemia agents were: C. parapsilosis (29; 58%), C. albicans (18; 36%), C. 

tropicalis (2; 4%), and C. guilliermondii (1; 2%). We reported an unusual 

species distribution as C. parapsilosis exceeding C. albicans as prevalent 

candidemia agent, probably due to the newborn cases, stressing the 

relevance of accurate identification of species associated with candidemia in 

Brazil. A low number of C. orthopsilosis strains (3; 3%) was identified and no 

C. metapsilosis isolates were found. These findings corroborate with previous 

national and international data. The susceptibility profiles to fluconazole was 

high (>90%) for all species, but lower for C. parapsilosis, C. guilliermondii 

and C. glabrata. Caspofungin showed high activity against all isolates. Data 

from this study reinforces the importance of susceptibility testing and 



accurate species identification for empiric and prophylaxis therapeutic 

guidance. 
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1 Introdução 

 

As leveduras do gênero Candida pertencem ao filo 

Deuteromycota, são ovais, medem cerca de 5 micra e se multiplicam 

assexuadamente, por gemulação. Por vezes, coexistem em cultura formas 

gemulantes (blastoconídios) e outras tubulares e ramificadas, denominadas 

hifas, verdadeiras ou pseudo-hifas. Muitas espécies constituem população 

residente da microbiota normal humana, da superfície da pele e de algumas 

mucosas, sendo que a carga de leveduras varia de acordo com o sítio 

anatômico. Estudos foram realizados no intuito de determinar a frequência 

de leveduras na população sadia e os resultados têm demonstrado 

percentuais que variam de 2% a 70% na pele, cavidade oral, vagina, jejuno, 

íleo, colón e região anorretal (Sidrim et al., 2004). 

 Mais de vinte diferentes espécies de Candida têm sido relatadas 

como agentes etiológicos de candidíase invasiva, sendo que mais de 90% 

se enquadra em apenas cinco delas: C. albicans, C. glabrata, C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (Pfaller et al., 2007). Entretanto, tem 

sido descrito o isolamento de espécies emergentes de Candida relacionadas 

a infecções superficiais e invasivas, como: C. dubliniensis, C. kefyr, C. 

rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis, C. inconspícua, 

entre outras (Colombo e Guimarães, 2003). 

 

 

1.1 Candidemia 

 

O aumento do número de casos de infecções fúngicas 

oportunistas, principalmente, daquelas associadas às leveduras do gênero 

Candida é um fato notório da atualidade (Cantón et al., 2001). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Gemula%C3%A7%C3%A3o
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“Foi Langenbeck, em 1839, quem pela primeira 
vez observou em aftas bucais de um paciente 
com tifo a mais importante levedura patogênica ao 
homem, conhecida atualmente como C. albicans. 
Em 1842, David Gruby definiu a candidíase oral e 
classificou esse microrganismo no gênero 
Sporotrichum; em 1846, Berg estudou 
detalhadamente o microrganismo e estabeleceu 
definitivamente sua relação com a candidíase 
oral; em 1853, Charles Robin denominou esse 
microrganismo de Oidium albicans, redenominado 
por Zopf, em 1890, em Monilia albicans. Somente 
em 1923, Berkhout transferiu esta espécie para o 
gênero C. criando C. albicans. Essa levedura foi 
descrita no decorrer da história com número 
superior a 111 diferentes denominações, as quais 
se encontram descritas no livro The Yeast, 1984” 
(Sidrim et al., 2004, p. 266). 

 

Atualmente as infecções fúngicas são relacionadas ao progresso 

da medicina, pois, nas últimas décadas ganharam maior importância entre as 

infecções hospitalares, principalmente, pelo aumento da sobrevida de 

pacientes imunossuprimidos, à difusão de transplantes de órgãos, ao uso de 

práticas invasivas como dispositivos endovasculares, antibioticoterapia de 

amplo espectro e ao tratamento com drogas imunossupressoras, entre outros 

(Cantón et al., 2001; Melhem, 2004; Colombo e Guimarães, 2003, Pappas et 

al., 2009).  

Cabe ressaltar que a maioria dos fungos não produz danos ao 

homem, desde que as barreiras do hospedeiro estejam íntegras. Entretanto, 

diversos fatores intrínsecos e extrínsecos podem modificar as defesas do 

hospedeiro. Pacientes hospitalizados, que fazem uso prolongado de 

antibióticos de largo espectro, sondas e/ou cateteres, e aqueles que 

apresentam neutropenia e/ou ficam internados por longos períodos são os 

mais suscetíveis a adquirir fungemia por leveduras; dados, de estudo 

realizado em hospital público infantil do estado de São Paulo, mostram que 
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de 59 isolados de sangue, 21 estavam associados ao uso de cateter 

(Matsumoto et al., 2001).  

 

 

1.2 Candidemia: frequência e importância 

 

Estudos estimam que, aproximadamente, 10% de todas as 

infecções invasivas nosocomiais podem ser atribuídas a Candida spp. 

(Cantón, 2001; Wisplinghoff et al., 2004; Pfaller et al., 2007; Dimopoulos et 

al., 2009). Pacientes internados em unidades de tratamento intensivo (UTI) 

têm maior possibilidade de desenvolver candidemia e, de acordo com 

estudos, são descrita taxas em torno de 10% (Ostrosky-Zeichener et al., 

2003; Dimopoulos et al., 2009). Nos Estados Unidos espécies de Candida  

spp. são a quarta causa de infecção nosocomial e cerca de 8 a 10% é 

adquirida durante internação em hospitais (Pfaller e Diekema, 2007).  

Na década de 90, Candida spp. foi o quarto micro-organismo mais 

frequentemente isolado de hemoculturas nos Estados Unidos; infecções por 

C. albicans tiveram um aumento relativo de 52% (1980) para 60% (1990) em 

dez anos (Beck-Sagué, et al., 1993). Em estudo, Pfaller e Diekema (2007) 

compararam os índices de candidemia na Europa, Estados Unidos e 

Canadá, destacando uma grande diferença entre eles. Na Europa o índice 

variou de 1,9 a 11 por 100.000 habitantes, no Canadá foi 2,8/100.000 hab., 

assim como nos Estados Unidos, mostrando grande variação entre as 

cidades: Yowa (6,0), São Francisco (7,1), Atlanta (8,7), Connecticut (7,1) e 

Baltimore com o maior índice 24 por 100.000 habitantes. As taxas 

encontradas em estudos brasileiros variam, mas podem chegar a 2,4 por 

1000 admissões hospitalares (Colombo et al., 2006 e Pereira et al., 2010). 
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No Brasil, um estudo epidemiológico reuniu dados sobre infecções 

de corrente sanguínea de quatro hospitais da cidade de São Paulo, durante 

um período de 12 meses, indicando 7.038 episódios de bacteremias e 

fungemias, sendo Candida spp. responsável por 4,3 % desses quadros 

(Colombo e Guimarães, 2003). Em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) do 

Brasil, Candida spp. foi o quarto microrganismo mais comumente isolado em 

amostras de hemoculturas (Colombo et al., 1999; Colombo e Guimarães, 

2003). Existem poucos dados oficiais e, conforme informação disponibilizada 

no site do Centro de Vigilância Epidemiológica da Secretaria de Estado de 

São Paulo (http://www.cve.saude.sp.gov.br/agencia/bepa80_ih.htm), C. 

albicans apresentou índice de 2,4% e isolados classificados como não-C. 

albicans ocorreram em 1,6% dos casos de infecção de corrente sanguínea, 

internados em 2009, em mais de 600 hospitais no estado. Com base nessa 

pesquisa, candidemia foi descrita como terceira, ou quarta, causa de infecção 

sistêmica no Estado de São Paulo no ano de 2009. 

Em relação às candidemias, é importante observar que em 

hospitais de grande porte e complexidade funcional a taxa de mortalidade 

pode ser elevada, variando de 27% a 79%, sendo o índice de letalidade em 

torno de 38% (Yamamura et al., 1999; Colombo e Guimarães, 2003). Um 

estudo transversal e observacional, com 100 episódios de candidemia, 

realizado no Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná, entre 

janeiro de 2001 e dezembro de 2004, mostrou taxa de mortalidade de 56% 

(França et al., 2008). 

Segundo Colombo et al. (1999) a frequência de óbitos varia de 

acordo com a espécie envolvida, C. tropicalis (63%), C. albicans (52%) e C. 

parapsilosis com 28%. Horn et al. (2009) observou maior mortalidade entre 

os casos de infecção por C. krusei (52,9%) e menor naqueles com C. 

parapsilosis (23,7%). 

 

  

http://www.cve.saude.sp.gov.br/agencia/bepa80_ih.htm
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1.3 Candidemia: agentes  

 

Dados globais sobre as espécies causadoras de candidemia 

podem ser avaliados pelo estudo SENTRY Antimicrobial Surveillance 

Program, programa de vigilância internacional que, desde 1997, relata 

frequência, assim como monitora a suscetibilidade global e taxas de 

resistência a antifúngicos. A última publicação disponível do Programa 

indicou prevalência mundial de C. albicans (48,4%), seguido de C. glabrata 

(18,2%), C. parapsilosis (17,1%), C. tropicalis (10,6%) e C. krusei (2,0%) 

conforme a região geográfica (Pfaller et al., 2011). Yamamura et al. (1999) 

reuniram dados de 415 casos de candidemia, de quatorze centros médicos 

canadenses, sendo 48 (11,6%) em crianças e 367 (88,4%) em adultos. Os 

patógenos causadores foram: C. albicans em 286 casos (68,9%), C. 

parapsilosis em 43 (10,4%), C. glabrata em 34 (8,2%), C. tropicalis em 27 

(6,5%) e outras espécies de Candida em 18 (4,3%); candidemia 

polimicrobiana ocorreu em 7 casos (1,7%).  

Embora C. albicans tenha notória prevalência como agente 

causador de candidemia em vários estudos, a incidência no estudo de Horn 

et al. (2009) foi pouco superior para espécies não-C. albicans (54,4%) em 

relação à C. albicans (45,6%). Outra grande pesquisa conduzido por Horn et 

al. (2009), teve como base a Prospective Antifungal Therapy Alliance, estudo 

multicêntrico, observacional e prospectivo com base nos registros de dados 

clínicos de pacientes com infecções fúngicas invasivas. Este estudo deu 

ênfase especial à epidemiologia, diagnóstico e tratamento, de 2.019 

pacientes de candidemia, atendidos entre 2004 e 2008.  

Em regiões da América Latina, estudos mostraram C. albicans 

com a maior frequência, geralmente, perto de 50% (Goldani et al., 2003; 

Godoy et al., 2003; Silva et al., 2004; Ruiz et al., 2005; Medrano et al., 2006), 

dado que corrobora a literatura internacional, nos quais mais de 50% dos 

pacientes tem essa espécie como agente prevalente (Sandven et al., 2000; 

Donelli, 2006; Sobel, 2006, Córdoba et al.,2011).  
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Ruiz et al. (2005) mostraram, com base em 75 amostras de 

leveduras causadoras de infecção da corrente sanguínea em pacientes 

internados em hospital público de Botucatu, São Paulo, C. albicans como 

prevalente (38,7%) seguida por C. parapsilosis(30,7%). 

A maior pesquisa realizada no Brasil, foi conduzida por Matta et 

al. (2007) e indicou que em 1000 cepas, provenientes de hemoculturas de 

quatro hospitais terciários no Estado de São Paulo (1995- 2003), C. albicans 

foi responsável por 40% das infecções, seguida de C. tropicalis (24,3%), C. 

parapsilosis (23,8%), C. glabrata (4,4%) e C. guilliermondii (3%). 

Uma espécie relacionada à C. albicans, denominada C. 

dubliniensis foi descrita na década de 80, em pacientes com Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (SIDA). Esta espécie, aparentemente, é menos 

patogênica do que C. albicans, mas tem maior facilidade em desenvolver 

resistência a azólicos (Sullivan et al., 1995). Os casos de infecção sistêmica 

por esta espécie ainda são raros, sendo a espécie, mais associada às 

infecções de mucosa oral. No entanto, C. dubliniensis foi identificada em 22 

de 149 isolados de infecção de corrente sanguínea, previamente, 

classificados como C. albicans, provenientes de múltiplos centros nos 

Estados Unidos (1995-1999). Em 548 amostras de leveduras da coleção da 

Universidade Federal de São Paulo (SP) verificou-se que 2% das amostras 

armazenadas como C. albicans eram, de fato, C. dubliniensis (Colombo e 

Guimarães, 2003). Estes achados justificam a importância de cepas 

classificadas como C. albicans, serem re-avaliadas quanto à presença de C. 

dubliniensis (Sancak et al., 2003). 

C. parapsilosis é um patógeno de via exógena, que pode ser 

encontrado tanto na pele, como em superfícies mucosas, sendo isolado, 

frequentemente, de pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva 

(UTI) neonatal (UTI-neo) e berçários. A relação deste microrganismo com 

cateteres venosos centrais, muito utilizados nessas unidades de tratamento 

está bem estabelecida (Levin et al., 1998; Levy et al., 1998). C. parapsilosis 

situa-se em segundo lugar dentre os agentes de candidemia, quando a 
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população sob estudo é pediátrica ou neonatal, pois estes pacientes fazem, 

uso frequente de cateter e são mais manipulados pelos profissionais de 

saúde do que pacientes adultos (Matsumoto et al., 2001; Ruiz et al., 2005; 

Medrano et al., 2006). Xavier et al. (2008), em estudo sobre candidemia 

neonatal em hospital público do Mato Grosso do Sul, mostraram que em 4 

casos a mesma levedura isolada em ponta de cateter estava presente na 

hemocultura do paciente, com base em tipagem molecular de 25 isolados 

clínicos de Candida spp. 

Na década de 90, C. parapsilosis foi dividida em três grupos (I, II e 

III), com base no estudo de seu DNA. Análises moleculares mostraram que, 

de fato, não se trata de subgrupos, mas sim de três espécies distintas: C. 

parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis substituindo os antigos 

grupos II e III, com base no gene SADH que codifica a enzima Secondary 

alcohol dehydrogenase. (Lin et al., 1995; Roy et al., 1998; Tavanti et al., 

2005; Tavanti et al., 2007). As duas novas espécies são, fenotipicamente, 

idênticas e genotipicamente distintas de C. parapsilosis (Tavanti et al., 

2005).   

C. orthopsilosis e C. metapsilosis foram relatadas em infecções da 

corrente sanguínea e também em outros sítios anatômicos (Gomez-Lopez et 

al., 2008; Tavanti et al., 2007). Estudo realizado em Barcelona, Espanha, 

mostra a revisão de 345 isolados de infecção de corrente sanguinea por 

Candida, dentre os quais 68 (23%) foi devido ao complexo C. parapsilosis. A 

prevalência real de C. parapsilosis, sensu stricto foi de 19,42%, 1,7% para C. 

metapsilosis e 1,4% para C. orthopsilosis (Gomez-Lopes et al., 2008) . 

C. tropicalis, geralmente, está relacionada a infecções endógenas 

pós-cirúrgicas e também a pacientes com neoplasias, principalmente, 

leucemia (Diekema et al. 2002; Horn et al. 2009). Entre as espécies do 

gênero, C. tropicalis é a espécie com maior capacidade invasora e dos 

casos com candidemia.por esta espécie, cerca de 50% a 60% estavam 

colonizados previamente ao quadro infeccioso. C. tropicalis é descrita como 

o segundo, após C. albicans, ou terceiro patógeno, depois de C. albicans e 

C. parapsilosis (Catón et al., 2001; Pereira et al., 2008). Grande correlação 
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às doenças hematológicas e a pacientes receptores de medula óssea foi 

observada e, por isso, recomenda-se profilaxia antifúngica nos primeiros 

dias de internação, para diminuir o risco de infecção por essa espécie de 

levedura (Cantón et al., 2001). 

Em países da América Latina, incluindo o Brasil, C. tropicalis é a 

segunda, ou terceira, espécie não-C. albicans mais frequentemente 

associada à candidemia, mesmo em pacientes não portadores de câncer 

(Goldani et al., 2003; Godoy et al., 2003). Goldani et al. (2003) ressaltaram a 

importância dessa espécie, publicando o isolamento de C. tropicalis de 27% 

de 101 pacientes avaliados (1996 a 1999) no Hospital das Clínicas de Porto 

Alegre. 

Outra espécie agente de candidemia é C. glabrata, que tem maior 

prevalência em pacientes idosos. Um estudo em 17 centros médicos em 

Iowa, EUA, descreveu prevalência de 25% dessa espécie em pacientes 

maiores de 65 anos (Diekema et al., 2002). Pfaller et al., 2011 com base no 

SENTRY do biênio 2008-2009 mostraram prevalência global de 18,2% para 

esta espécie de Candida .  

C. glabrata parece ser a menos virulenta entre as espécies 

oportunistas, porém, é a que está associada com a segunda maior taxa de 

mortalidade devido à maior resistência adquirida ao fluconazol, fármaco 

comumente usado no tratamento em candidemia, nesta espécie (Vazquez et 

al., 1998 apud Cantón et al., 2001). C. glabrata, assim como C. krusei afeta 

pacientes com antecedentes de profilaxia antifúngica com fluconazol.  

C. krusei é, geralmente, o patógeno isolado de pacientes com 

neoplasias hematológicas e receptores de transplantes; a espécie tem 

grande importância devido à sua resistência intrínseca ao fluconazol (Horn et 

al., 2009). Devido a este fato, alguns autores relatam aumento na ocorrência 

de fungemias causadas por C. krusei em pacientes neutropênicos, expostos 

ao fluconazol (Colombo e Guimarães, 2003).  
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1.4 Fármacos antifúngicos usados em candidemia 

 

Com a descoberta da propriedade antimicótica do benzimidazol, 

vários estudos foram realizados com intuito de descobrir outros derivados 

azólicos com a mesma propriedade. Surgiram, inicialmente, os derivados 

imidazólicos, como por exemplo: miconazol (1967), clotrimazol (1969), 

econazol (1975), isoconazol (1979) e tioconazol (1967). O arsenal 

terapêutico antifúngico aumentou nos últimos anos, buscando atender à 

demanda crescente na micologia médica. A partir da década de 1980, 

devido o incremento nos métodos de diagnóstico, aumento das septicemias 

por leveduras, procedimentos cirúrgicos invasivos, surgimento de doenças 

imunossupressoras, como a AIDS/SIDA, estimulou a indústria químico-

farmacêutica a buscar novas alternativas de fármacos para o tratamento das 

infecções fúngicas. Cetoconazol (1981), tioconazol (1984), oxiconazol 

(1986), entre outros, foram fármacos importantes e, com o avanço na 

pesquisa, descobriram-se os derivados triazólicos, como por exemplo: 

fluconazol (1990), itraconazol (1992) e voriconazol (2002).  

No tratamento de infecções fúngicas invasivas quatro principais 

classes de antifúngicos são usadas: polienos, particularmente, anfotericina 

B, triazóis (fluconazol, voriconazol, itraconazol, posaconazol), 

equinocandinas (caspofungina, anidulafungina, micafungina) e pirimidinas 

(flucitosina) (Pappas et al., 2003; Pappas et al., 2009). 

O fluconazol (FCZ) é, amplamente, utilizado nas infecções 

fúngicas e pertencente ao grupo dos triazóis (Figura 1). Esse fármaco age 

inibindo a 14-alfa lanosterol demetilase, enzima do citocromo P450 que é 

codificada pelo gene ERG11. A ação implica em uma interferência na cadeia 

de produção do ergosterol, necessário à estruturação da membrana 

plasmática do fungo. A falta de ergosterol confere ação fungistática aos 

triazóis e o acúmulo de esteróis precursores do ergosterol leva à ação 

fungicida desses fármacos. O FCZ é absorvido rapidamente e sua 

biodisponibilidade oral resulta em concentrações equivalentes, ao redor de 
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90%, alcançadas mediante administração intravenosa. Entre os triazóis, é o 

que tem maior penetração em líquido cefalorraquidiano e de corpo vítreo, 

chegando a concentrações de, pelo menos, 50% em comparação ao soro, 

por este motivo é usado no tratamento de infecções intraoculares por 

Candida, assim como naquelas de sistema nervoso central-meningites 

(Pappas et al., 2009).  

O itraconazol (Figura 2) é outro triazol que age de forma 

semelhante, podendo não ser eficaz em células resistentes a outros azóis, 

devido à resistência cruzada. Este fármaco é indicado no tratamento de 

candidíase em mucosas, especialmente em pacientes que tiveram falha 

clínica usando o fluconazol como primeira opção de terapia. Existem poucos 

estudos com o uso do mesmo em tratamento de candidíase invasiva, assim 

como estudos clínicos de avaliação da toxicidade, porém já é descrito que 

existem diferenças na formulação em cápsula e solução oral na absorção 

gástrica, por este motivo o itraconazol não é administrado, com frequência, 

em quadros sistêmicos (Pappas et al.,2009).  

Em 2001, o Food and Drug Administration (FDA – órgão 

governamental norte americano criado em 1862 que faz controle de 

medicamentos) aprovou a caspofungina, membro da classe das 

equinocandinas, que tem mostrado um papel importante no tratamento de 

algumas infecções fúngicas invasivas, como na aspergilose (Sidrim et al., 

2004). As equinocandinas têm ação na parede celular, interferindo na 

formação da 1,3 beta-glucana importante para a estruturação da célula 

fúngica (Pfaller e Diekema 2007; Pappas et al., 2004). A primeira 

equinocandina indicada para uso clínico foi a caspofungina (Figura 3), 

indicada para candidemia em pacientes não neutropênicos, ou até mesmo 

neutropênicos (Pereira et al., 2010). O grande interesse nesse fármaco é 

para aqueles casos resistentes aos antifúngicos azólicos (Pappas et al., 

2009). 
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Figura 1 Estrutura química da molécula de fluconazol 

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Fluconazol 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 2 Estrutura química da molécula de itraconazol  

Fonte: http://en.citizendium.org/wiki/File:Itraconazole_structure.jpg 
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Figura 3 Estrutura química da molécula de caspofungina 
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Caspofungina 

 

 

1.5 Determinação de resistência in vitro a antifúngicos 
 

A suscetibilidade das leveduras do gênero Candida aos 

antifúngicos disponíveis depende, dentre outros fatores, da espécie do 

isolado, sendo previsível na maioria delas; porém, nem sempre um 

determinado isolado segue o padrão geral dos membros de sua espécie. 

Esta identificação do agente patológico é necessária para o sucesso da 

terapia empregada (Mendes-Giannini e Melhem, 2000). Colombo (2000) em 

estudo com hospitais terciários no Brasil identificou, ao lado de C. albicans 

(37%) em 145 casos de candidemia, outras espécies: C. parasilosis (25%), 

C. tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e C. glabrata (4%), mostrando que estas, 

muitas vezes, foram resistentes aos tratamentos convencionais, 

complicando o quadro clínico do paciente e, tornando assim, ruim o 

prognóstico do paciente. Essa é uma das razões da crescente importância 

dos testes de susceptibilidade que deve ser realizado após a identificação de 

gênero e espécie (Crocco et al., 2004).  

As metodologias de referência têm como base a reação de 

inibição de crescimento do agente etiológico, em meio líquido contendo 
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antifúngicos, distribuído em tubos ou microplacas. O método de referência, 

utilizado hoje para investigação in vitro de fenótipos resistentes a 

antifúngicos, foi desenvolvido a partir da década de 80, principalmente pelo 

Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI (anteriormente, denominado 

National Committee for Clinical and Laboratory Standards, NCCLS) (CLSI, 

2008). Após o ano 2000, o comitê europeu para testes com antimicrobianos 

(European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) 

contribuíram para aperfeiçoamento do método, sendo também, atualmente, 

considerado um método padrão. O método europeu foi criado a partir do 

norte-americano, no intuito de tornar objetiva e reprodutível a leitura da 

reação e diminuir o tempo (de 48h para 24h) para leitura do resultado. 

EUCAST apresenta modificações em relação ao CLSI, tais como: maior 

concentração (100x mais) de células no inóculo, maior concentração (10x 

mais) de glicose no meio, uso obrigatório de placas de microtitulação de 

fundo plano para leitura automatizada em espectrofotômetro (Cuenca-

Estrella et al., 2002; Rodriguez-Tudela et al., 2010). O método AFST-

EUCAST produz resultados equivalentes ao do CLSI, porém é indicado 

apenas para análise de leveduras fermentadoras da glicose, como as do 

gênero Candida, quando o método do CLSI aplica-se, também, ao gênero 

Cryptococcus (Espinel-Ingroff et al., 2005).  

Em ambos os métodos, a definição de pontos de corte 

(breakpoints) está em constante atualização e, nos dias de hoje, ainda não é 

aplicada para todos os antifúngicos e espécies de leveduras, sendo esta 

uma limitação para sua aplicação clínica. Os métodos visam detectar cepas 

resistentes in vitro que poderiam antever falência terapêutica in vivo. Dentre 

as dificuldades de se definir breakpoint está a própria definição de 

resistência aos antifúngicos, que pode ser classificada em: resistência 

microbiológica e resistência clínica. A resistência clínica é definida, como 

persistência, ou progressão, de uma infecção, mesmo com a administração 

do tratamento antifúngico adequado, relaciona-se com distintos fatores, tanto 

do fármaco, quanto do paciente. Resistência microbiológica, por sua vez, é 

um fenômeno verificado in vitro, no qual o agente etiológico consegue se 
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desenvolver na presença de concentrações terapêuticas do fármaco, 

antifúngico (Perea e Patterson, 2002). A resistência microbiológica 

subdivide-se em três tipos: intrínseca ou inata, primária e secundária (ou 

adquirida). A intrínseca é dita quando nenhum membro de uma espécie é 

sensível ao antifúngico, como por exemplo. C. krusei frente ao fluconazol. 

Resistência primária é quando dentro de uma espécie normalmente sensível 

a determinado antifúngico, encontra-se uma cepa com resistência natural 

contra o mesmo, sem necessidade de haver estado em contato com o 

fármaco. Denomina-se resistência secundária, ou adquirida, quando uma 

cepa, previamente sensível desenvolve resistência ao antifúngico após a 

exposição, A forma adquirida pode ocorrer de alterações genotípicas, que se 

manifestam de forma estável, ou transitória, como por exemplo. C. glabrata 

frente ao fluconazol (Mellado et al., 2002; Melhem, 2004). 

 

 

1.6 Relevância do estudo dos agentes em candidemia em hospital da 

Baixada Santista 

 

O Ministério da Saúde do Brasil, através da Agência Nacional de 

Vigilância em Saúde (ANVISA), da Coordenação Geral de Laboratórios 

(CGLAB) e com o apoio da Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), 

iniciou em 2005 ações para implantação da Rede Nacional de Monitoramento 

da Resistência Microbiana. A rede conta com hospitais-sentinela, públicos e 

privados, capacitados para triar fenótipos de resistência a fluconazol em 

amostras de leveduras identificadas, por métodos automatizados ou semi-

automatizados. A partir da implementação da rede, em 2006, foram induzidas 

linhas de pesquisa em cada região do Brasil, visando analisar, com 

fundamento científico, os dados gerados pela rede, para incorporar novos 

conhecimentos e disseminar recomendações técnicas para melhoria do 

controle das infecções em cada local e região. 
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Atualmente, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) da cidade de Santos 

desenvolve atividades de vigilância laboratorial tendo por finalidade contribuir 

para elucidação e controle de agravos e riscos da saúde individual e coletiva, 

assim como investigação e aplicação de métodos apropriados para a 

prevenção, proteção e recuperação da saúde. Além disso, no decorrer da 

década de 90, acompanhou a descentralização das ações de vigilância 

epidemiológica da região, contribuindo para operacionalização da coleta de 

amostras adequadas e execução de técnicas padronizadas no diagnóstico, 

das doenças de interesse à saúde publica. De acordo com as necessidades 

do Sistema Único de Saúde (SUS), o IAL Regional de Santos vem atuando 

nas áreas de vigilância epidemiológica e sanitária, desenvolvendo atividades 

de apoio diagnóstico, investigação cientifica e tecnológica de interesse às 

prioridades de saúde pública com divulgação do conhecimento gerado. 

A Região Metropolitana da Baixada Santista é constituída por 9 

municípios, possui uma população de 1.600.000 habitantes e conta com 

uma rede hospitalar que, nem sempre, realiza hemoculturas para fungos no 

próprio hospital e, por isso, o laboratório do IAL de Santos recebe amostras 

biológicas de pacientes de unidades hospitalares para realização de tais 

exames. A complementação das análises, dependendo de sua 

complexidade e disponibilidade de recursos, é realizada no Núcleo de 

Micologia do IAL de São Paulo. Desse modo, o IAL de São Paulo recebe 

todos os isolados encaminhados pela rede Sentinela e tem a possibilidade 

de aplicar os métodos de referência para investigação epidemiológica. Um 

estudo neste contexto pode fornecer dados epidemiológicos para orientar 

terapia empírica nos hospitais estudados, visando contribuir para o sucesso 

terapêutico do paciente e o monitoramento de tendências na distribuição de 

espécies e fenótipos de resistência. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Gerar conhecimentos sobre os agentes de candidemia em hospital 

público de referência da Baixada Santista, auxiliar o corpo clínico ao 

tratamento empírico e controle de infecção nessa unidade, servir de subsídio 

para outros hospitais da região do estado de São Paulo. 

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Identificar, fenotipicamente, agentes etiológicos de candidemia quanto 

ao gênero e espécie; 

2. Verificar ocorrência de cepas de C. dubliniensis dentre fenótipos de C. 

albicans; 

3. Investigar a frequência das espécies crípticas, C. orthopsilosis, C. 

parapsilosis sensu stricto e C. metapsilosis por análise molecular do 

DNA;  

4. Determinar o perfil de suscetibilidade dos agentes de candidemia, aos 

antifúngicos: fluconazol, itraconazol e caspofungina. 



17 

 

3 Material e Métodos 

 

 

3.1 Amostras 

 

Foram estudadas todas as amostras de leveduras, de infecção de 

corrente sanguínea do hospital Guilherme Álvaro, enviadas ao Instituto 

Adolfo Lutz de São Paulo no período de janeiro de 2008 a dezembro de 

2010. Para cálculo da taxa de frequência do gênero, espécie e fenótipo de 

resistência, foi contabilizada apenas uma amostra de cada paciente, a menos 

que obtidas de episódios com um mês de intervalo, e com exceção dos 

casos com agentes múltiplos, isolados em única, ou várias hemoculturas. 

 

3.2 Aspectos Éticos  

 

A pesquisa antes de sua fase de projeto foi avaliada sob o ponto 

de vista ético, para assegurar que os participantes da pesquisa agissem com 

integridade e dignidade. Para tal, três princípios básicos foram usados como 

norteadores: a beneficência, o respeito à pessoa e a justiça. Além disso, foi 

realizado no projeto uma avaliação do risco-benefício, visto que, para o 

desenvolvimento do mesmo foram  utilizadas apenas isolados de leveduras 

que após o diagnóstico seriam descartados pelo hospital de origem e, 

portanto, o risco desta pesquisa ao paciente é mínimo ou isento. O projeto 

deste estudo foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética (CEPIAL), 

conforme anexo 1. 
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3.3 Metodologia Fenotípica 

 

As amostras de leveduras foram isoladas e identificadas, de modo 

presuntivo, em C. albicans ou “outra levedura” no laboratório do hospital, 

antes de serem enviadas ao IAL-Santos.  

Dos tubos enviados pelos hospitais, contendo a cultura de 

levedura, foi feito um plaqueamento e purificação em ágar cromogênico 

(Chromagar, Difco, EEUU), conforme instruções fornecidas pelo fabricante, o 

mesmo foi utilizado para isolar e identificar presuntivamente C. albicans, C. 

tropicalis e C. krusei; conforme ilustrado: 

 

 

 

 

 

 

 Este meio se baseia na utilização do substrato β glicosaminidase e 

diferencia as leveduras de acordo com a morfologia e a cor das colônias. Os 

frascos originais (ágar Sabouraud dextrose) foram enviados ao Núcleo de 

Micologia do IAL-SP juntamente com o laudo de identificação prévia. A 

identificação de gênero e espécie foi confirmada com uso do sistema 

comercial API 20 aux (BioMérieux, Fr), conforme instruções fornecidas pelo 

fabricante (Figura 4), A galeria API 20 C AUX engloba vinte cúpulas que 

contêm substratos desidratados para efetuar 19 testes de assimilação de 

compostos de carbono. Após inoculação e incubação, as reações foram 

comparadas com os controles de crescimento (presença ou ausência de 

turvação); as leveduras crescem apenas se forem capazes de utilizar o 

substrato correspondente. A leitura dessas reações faz-se por comparação e 

a identificação é possível consultando o catálogo analítico ou um sistema de 

identificação disponível na internet (Api Web); além de análise 

micromorfológica (Mendes e Melhem, 2000; Lacaz et al., 2002). Os isolados 
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foram catalogados no banco de cepas do Núcleo de Micologia do IAL–SP, 

mantidos em solução de glicerol 15% em freezer a – 20oC. 

 

 

 

 

Figura 4 Galeria do sistema comercial API 20 C aux® ilustrando a 

assimilação de compostos de carbono, usada na identificação das espécies 

de leveduras de interesse médico. 

Fonte: http://www.microid.co.kr/business/API.htm 

 

 

3.4 Metodologia molecular 

 

3.4.1 Extração e quantificação do DNA genômico dos isolados 

 

Para as análises moleculares, foram aplicadas as técnicas de 

PCR e PCR-RFLP. O DNA genômico de todas as cepas foi extraído, 

seguindo-se duas etapas: 

1) Obtenção de protoplastos (Branchini et al., 1995; Shin et al., 2001) 

Algumas colônias de leveduras (24h a 48h) foram removidas para 

um microtubo (Eppendorf) contendo 1mL de EDTA 50mM. Os microtubos 

foram centrifugados em microcentrífuga a 10.000 rpm por 15 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foi adicionado 1mL de EDTA 

50mM. Este processo de lavagem foi repetido até obtenção de sobrenadante 

límpido, sendo que, na última lavagem foi deixado apenas o sedimento. O 

sedimento foi, então, ressuspenso em 200 µL de EDTA 50 mM ao qual foi 

adicionado 40 µL de enzima Lyticase (100U/80µL). Esta solução foi em 

seguida incubada em banho-maria a 37ºC por 1h, com homogeneização em 
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vortex a cada 15 minutos. Após incubação, cada microtubo foi centrifugado 

por 5 minutos e, posteriormente, o sobrenadante foi desprezado.  

 

2) Lise Celular (Sambrook et al.,1989) 

Ao protoplasto obtido na primeira fase, foi adicionado 200 µL a 

300 µL de tampão de lise (10 mM EDTA; 0,5% SDS; 0,01% N-Laurylsacozyl; 

10 ug/ml proteinase K e 10 mM Tris-HCL, ph 8). Após homogeneização com 

vortex, o material foi incubado em banho-maria a 56ºC por 2 h, agitando-se 

em vortex a cada 20 minutos. Posteriormente, o material foi centrifugado por 

5 minutos e o sobrenadante foi retirado para outro tubo Eppendorf. Ao 

sobrenadante foram adicionados 300 µL de clorofórmio (24:1 

clorofórmio/isopropanol) para promover a precipitação das proteínas. Após 

centrifugação por 15 minutos, houve a formação de três fases. A fase 

aquosa na parte superior da solução foi retirada para outro tubo Eppendorf. 

Para promover a precipitação do DNA, foi adicionado 300 µL de isopropanol. 

O material foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante foi 

desprezado. Ao sedimento foi adicionado 300 µL de etanol 70%. Após 

centrifugação, por 10 minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi desprezado. 

Após secagem do sedimento contendo DNA, o mesmo foi ressuspenso com 

50 µL de água para PCR.  

Para a quantificação de DNA genômico, as amostras foram 

analisadas quanto à sua absorbância em espectrofotômetro (NanoDrop 

1000), sob comprimento de onda de 260 e 280 nm (luz ultravioleta). O grau 

de pureza das extrações foi determinado pela razão entre as leituras de 

densidade ótima (DO) de 260/ 280 que tiveram que apresentar valores entre 

1,8 e 2,0. Os DNAs genômicos foram mantidos em freezer a - 20ºC, até o 

momento da análise. 
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3.4.2 Pesquisa de C. dubliniensis 

 

A diferenciação entre isolados de C. albicans e C. dubliniensis foi 

feita através da técnica de PCR, com duas reações usando PCR SuperMix 

(Invitrogen) com pares distintos de primers, sendo um deles para 

confirmação de isolados identificados fenotipicamente como sendo C. 

albicans (senso: CAL5- 5´TGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG-3´; anti-

senso: NL4CAL– 5´AAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTAAA3´) e outro 

par de primers para C. dubliniensis (senso: CDU2- 

5´AGTTACTCTTTCGGGGGTGGCCT-3´; anti-senso: NL4CAL- 

5´AAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTAAA3´), os primers verso e reverso 

espécie-específico foram designados de uma base de dados contendo 

sequência que compõem a região 600-nucleotídeos variável (D1/D2) na 

extremidade 5´ da subunidade (26S) do gene rDNA. Nas seguintes 

condições de amplificação foram empregadas nesta fase: desnaturação 

inicial de 94ºC por 5 minutos, 35 ciclos de 95ºC por 30minuto; 65ºC por 45 

minutos; 72ºC por 30 minutos e extensão final de 10 minutos a 72ºC como 

descrito por Mannarelli et al. (1998). Após amplificação, os produtos do PCR 

foram aplicados no gel de agarose (2%) e submetidos à eletroforese, em 

sistema horizontal contendo solução de TBE (tris - borato EDTA) durante 40 

minutos a 100 V e 400 mA. Após a eletroforese, os géis foram corados com 

brometo de etídio. Cepas-padrão (C. albicans ATCC 90028 e C. dubliniensis 

ATCC 9768) foram tratadas e analisadas da mesma forma como os isolados 

do estudo. Os géis foram, então, observados em transiluminador ultravioleta, 

com comprimento de onda de 302 nm (Syngene). Os tamanhos das bandas 

foram comparados e a espécie foi identificada como exemplificado na Figura 

5. 
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Figura 5 Produtos de PCR em gel de agarose 2%. M- marcador 100pb; 1 e 

4 amostras clínicas; 2 e 5 cepa de C.albicans ATCC 90028; 3 e 6 cepa de C. 

dubliniensis ATCC 9768. 

 

 

3.4.3 Análise Molecular do Complexo C. parapsilosis 

 

Para diferenciação entre as espécies: C. parapsilosis, C. 

metapsilosis e C. orthopsilosis, foi utilizada técnica de PCR-RFLP, segundo 

Tavanti et al., 2005. Para a técnica, o fragmento SADH (Secondary alcohol 

dehydrogenase) foi amplificado, utilizando-se PCR SuperMix (Invitrogen) e 

par de primers (S1F: 5’ GTTGATGCTGTTGGATTGT-3’ e S1R: 5’- 

CAATGCCAAATCTCCCAA-3’) nas seguintes condições: desnaturação 

inicial de 94º C por 5 minutos, 30 ciclos de 94º C por 1 minuto; 50ºC por 1 

minuto; 72ºC por 1minuto e extensão final de 10 minutos a 72ºC. Os 

produtos do PCR foram, então, digeridos com enzima de restrição BanI em 

tampão específico da enzima por 90 minutos. 
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Após amplificação, os produtos do PCR-RFLP foram aplicados no 

gel de agarose (2%) em TBE; submetidos à eletroforese, juntamente, com as 

cepas-padrão (C. parapsilosis ATCC 22019, C. orthopsilosis ATCC 96139 e 

C. metapsilosis ATCC 96144), em sistema horizontal contendo solução de 

TBE durante 40 minutos a 100V e 400 mA. Após a eletroforese, os géis 

foram corados com brometo de etídio. Em seguida, observados, em 

transiluminador (Syngene) ultravioleta (302 nm) e analisadas as bandas, em 

comparação às produzidas pelas cepas-padrão, para identificação de 

espécie, como exemplificado na Figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 Gel de agarose 2% dos produtos de PCR-RFLP. PM: marcador 

molecular de 100 pb; Linhas 1 a 5: produtos de PCR de isolados clínicos de 

C. parapsilosis e C. orthopsilosis, cepa C. parapsilosis ATCC 22019, C. 

orthopsilosis ATCC 96139 e C. metapsilosis ATCC 96144; Linhas 6 a 10: 

produto da restrição (enzima BanI) de isolados clínicos de  C.orthopsilosis e 

C. parapsilosis; cepa C. orthopsilosis ATCC  96139, C. parapsilosis ATCC 

22019 e C. metapsilosis ATCC 96144. 
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3.5 Testes de Sensibilidade a Antifúngicos 

 

3.5.1 Microdiluição 

 

O perfil de sensibilidade de cada amostra foi avaliado, segundo o 

subcomitê AFST-EUCAST. Os resultados dos testes foram expressos em 

concentração inibitória mínima (CIM). O meio de cultura usado na prova foi 

RPMI 1640 (Sigma, St. Louis,USA), sem bicarbonato de sódio e com L-

glutamina. Soluções-mãe de FCZ e CASPO, em concentração de 5120 

mg/L, foram preparadas em água destilada. A solução-mãe de ITZ, na 

concentração de 1600 μg/mL, foi preparada em dimetilsulfóxido (DMSO, 

Sigma, EEUU). As soluções de antifúngicos foram então, colocadas nas 

placas de microtitulação onde foram feitos os testes. As soluções foram 

preparadas de modo que as suas concentrações finais, após a adição do 

inóculo de levedura, ficassem entre 64 mg/L e 0,12 mg/L para FCZ e 

CASPO e para ITZ, entre  8 mg/L e 0,015 mg/L. Cada antifúngico foi 

distribuído em alíquotas de 100 µL, em uma placa de microtitulação, desde a 

coluna 2 até a 11, correspondendo a cada coluna, uma concentração. As 

placas foram congeladas à temperatura de -70°C até o momento do uso, por 

período máximo de 6 meses (Rodriguez-Tudela et al., 2007). Um inóculo de 

cada amostra foi preparado como suspensão salina em concentração de 

2,5x105 UFC/mL. Alíquotas de 100 µL, de cada inóculo foram colocadas nos 

poços das placas contendo antifúngicos. Em cada placa foram colocados 

inóculos de 6 leveduras, sendo as duas últimas fileiras (G e H) destinadas às 

cepas-padrão, para controle interno de qualidade do teste.  

O controle de esterilidade foi feito com o meio RPMI, sem 

antifúngico e sem inóculo, e distribuído em toda a coluna 1. Esse controle 

serviu, também na hora da leitura, como “branco” do espectrofotômetro o 

qual foi utilizado na leitura dos testes. O controle de crescimento, 
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denominado de controle positivo, foi colocado na coluna 12, sendo 

preparado com 100 µL de RPMI e 100 µL de cada inóculo.  

As placas, conforme exemplo na Figura 7, foram tampadas e 

incubadas a 350C, em estufa incubadora. A leitura de turbidez, resultante do 

crescimento das amostras, foi realizada às 24h. A absorbância dos orifícios 

foi lida em espectrofotômetro (TITERTEK MULTISCAN, FLOW, Suécia), sob 

filtro de 492 nm, e os valores foram registrados em impressora, para 

posterior compilação e análise de resultados (Figura 8).  

O ponto de leitura ou “endpoint”, que indicou a concentração 

inibitória mínima (CIM) de FCZ, ITZ e CASPO foi o que permitiu inibição de 

50% do crescimento (“inhibition concentration” ou IC50) de cada amostra de 

levedura, em relação ao seu controle positivo.  

Resistência in vitro foi definida como segue: CIMs de FCZ >4 

mg/L, disponível em: (http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/ 

EUCAST_files/AFST/Antifungal_breakpoints_v_4.1.pdf, atualizado em 15-

03-2012) CIM de ITZ > 1mg/L (CLSI, 2008); CASPO valores de CIM > 1 

mg/L  para C. albicans, C. tropicalis e > 8 para C. parapsilosis foram usados 

para classificar isolados não-sensíveis (Pfaller et al., 2011), conforme Anexo 

2. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 Placa de microtitulação usada no método de referência de 

microdiluição em caldo AFST-EUCAST para determinação de concentração 

inibitória mínima, onde C -, controle negativo; C+ controle positivo de 

crescimento. 
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Figura 8 Espectrofotômetro utilizado na leitura dos resultados da 

metodologia AFST-EUCAST. 

 

 

4 Forma de análise dos resultados  

 

Os resultados foram analisados segundo frequência das espécies 

e valores de CIM para cada antifúngico. Os resultados de CIM em termos de 

valores brutos e categorias de sensibilidade (sensível, intermediária, 

resistente, não-sensível). Os parâmetros de valor médio, valor modal, CIM50 

e CIM90, definidos, respectivamente, como a concentração do fármaco 

necessária para inibir 50% e 90% das amostras analisadas também foram 

calculados. 
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5 Resultados 

 

5.1 Identificação Fenotípica 

 

No período de janeiro de 2008 a dezembro de 2010 foram 

analisados 97 isolados provenientes de pacientes com diagnóstico de 

candidemia no hospital de referência da Baixada Santista. 

A identificação por métodos fenotípicos resultaram em: C. 

parapsilosis (60,0%-2008; 34,3%-2009 e 44,4%-2010) e C. albicans (28,6%-

2008; 45,7%-2009 e 29,6%-2010), como as espécies mais frequentes, 

seguidas de C. tropicalis (8,6%-2008; 17,1%-2009 e 22,2%-2010), C. 

guilliermondii (2,9%-2008 e 2009) e C. glabrata (3,7%-2010) conforme 

mostra a Tabela 1.  

 

 

Tabela 1 Distribuição (N) por ano de 97 isolados de leveduras causadores 

de infecção de corrente sanguínea, em hospital da região da Baixada 

Santista, São Paulo, SP 

 

 

  2008 2009 2010 

C.parapsilosis 21 – 60,0% 12 - 34.3% 12 – 44,4% 

C. albicans 10 - 28.6% 16 - 45.7% 8 - 29.6% 

C. tropicalis 3 - 8.6% 6 - 17.1% 6 - 22.2% 

C. guilliermondii 1 - 2.9%  1 - 2.9% 0% 

C. glabrata 0% 0% 1 - 3.7% 

Total 35 - 100% 35 - 100% 27 - 100% 
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Dos 97 isolados, todos do gênero Candida, 50 (51,5%) 

correspondem a agentes de infecção em pacientes recém-nascidos e 47 

(48,5%) em pacientes não-recém-nascidos, de acordo com as informações 

contidas na papeleta de envio das amostras (Anexo 3). Em recém-nascidos 

as espécies foram: C. parapsilosis (29, 58%), C. albicans (18; 36%), C. 

tropicalis (2; 4%) e C. guilliermondii (1; 2%), como mostram as Tabelas 2 e 

3. 

 

Tabela 2 Frequencia de pacientes recém-nascidos com candidemia, em 

hospital da região da Baixada Santista, SP, Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

População N (%) 

Recém-nascidos 50 (51,5) 

Não recém-nascidos      47 (48,5) 

Total 97 (100) 
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Tabela 3 Espécies de Candida spp. isoladas de pacientes recém-nascidos, 

com infecção de corrente sanguínea, em hospital público na região da 

Baixada Santista, SP, Brasil  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Identificação Molecular  

 

Nos isolados classificados, fenotipicamente, como C. albicans 

(35,1%), foi confirmada ausência de C. dubliniensis após análise molecular.  

Dentre os 45 isolados classificados, fenotipicamente, como C. 

parapsilosis (46,4%) foram diferenciados 3 (3,1%) como sendo C. 

orthopsilosis, por apresentar banda de 716 bp, enquanto 42 (43,3%) dos 

isolados de C. parapsilosis sensu stricto apresentaram bandas de 521 bp e 

196 bp.  

 

 

Espécie em Recém- nascidos      N (%) 

C. parapsilosis           29 (58,0) 

C. albicans          18 (36,0) 

C. tropicalis              2 (4,0) 

C. guilliermondii               1(2,0) 

Total          50 (100) 
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A frequência das espécies, após as análises moleculares, está 

ilustrada na Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Frequência de espécies de 97 agentes causadores de infecção de 

corrente sanguínea em hospital público da Baixada Santista 



31 

 

5.3 Resultados do teste de Concentração Inibitória mínima (CIM) 

 

O perfil de sensibilidade dos 97 isolados causadores de infecção 

de corrente sanguínea foi avaliado frente aos antifúngicos: FCZ, ITZ e 

CASPO e, com base nos resultados foram calculados o valor modal, média 

geométrica, intervalo, CIM50 e CIM90 (Tabelas 4, 5 e 6). 

Os resultados de CIM constam no Apêndice 1 e a suscetibilidade 

das 97 amostras frente aos antifúngicos testados pode ser observada nas 

Tabelas 7, 8 , 9 e 10; além de ilustrados nas Figuras 10,11 e 12. 

Valores modais para FCZ. ITZ e CASPO foram respectivamente: 

1 mg/L, 0,03 mg/L e 1 mg/L para C. parapsilosis e de 0,5 mg/L, 0,03 mg/L e 

0,5 mg/L para C. orthopsilosis; 0,25 mg/L, 0,03 mg/L e 0,12 mg/L para C. 

albicans; 0,5 mg/L, 0,12 mg/L e 0,12 mg/L para C. tropicalis. Para C. 

guilliermondii e C. glabrata não foi calculado o valor modal devido o baixo 

número (n) de isolados. 

O intervalo de FCZ frente às espécies foi de 0.5 mg/L a 8 mg/L 

para C. parapsilosis; 0,5 mg/L para C. orthopsilosis; 0.12 mg/L a 1 mg/L para 

C. albicans; 0.12 mg/L a 1 mg/L para C. tropicalis; C. guilliermondii foi de 2 

mg/L e 16 mg/L e 64 mg/L para C. glabrata. 

Para ITZ, o intervalo de CIM foi, de 0.015 mg/L a 0.12 mg/L para 

C. parapsilosis; 0,03 mg/L para C. orthopsilosis; 0.015 mg/L a 0.06 mg/L 

para C. albicans; 0.03 mg/L a 0.25 mg/L para C. tropicalis; 0,25 mg/L a 0,5 

mg/L para C. guilliermondii e 0,25 mg/L para C. glabrata. 

Para CASPO os intervalos foram de 0.12 mg/L a 2 mg/L para C. 

parapsilosi; 0,5 mg/L para C. orthopsilosis; 0.12 mg/L a 1 mg/L para C. 

albicans; 0,12 mg/L para C. tropicalis; C.guilliermondii apresentou intervalo 

de 0.5 mg/l a 1 mg/L e um único isolado de C. glabrata apresentou 0,12 

mg/L. 
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Os valores de CIM50 e CIM90, respectivamente, para fluconazol, 

itraconazol e caspofungina foram 1 mg/L / 2 mg/L – 0,03 mg/L / 0,06 mg/L – 

0,5 mg/L / 1 mg/L para C. parapsilosis; 0,25 mg/L / 0,5 mg/L – 0,03 mg/L / 

0,06 mg/L – 0,12 mg/L / 0,12 mg/L para C. albicans; 0,5 mg/l – 1 mg/L / 0,12 

mg/L – 0,25 mg/L / 0,12 mg/L – 0,12 mg/L para C. tropicalis; C. orthopsilosis 

C guilliermondii e C. glabrata não tiveram valores de CIM50 e CIM90 

calculados devido o baixo número de espécies isoladas neste estudo. 

 

 

Tabela 4 Valores de CIM de fluconazol para espécies de leveduras agentes 

de candidemia em hospital público da Baixada Santista. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5 Valores de CIM de itraconazol para espécies de leveduras agentes 

de candidemia em hospital público da Baixada Santista. 
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Tabela 6 Valores de CIM de caspofungina para espécies de leveduras 

agentes de candidemia em hospital público da Baixada Santista. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7 Distribuição de valores de CIM (mg/L) de fluconazol frente a 97 

isolados de Candida spp. agentes de infecção de corrente sanguínea 
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Figura 10 Suscetibilidade de 97 isolados de Candida spp. agentes de 

infecção de corrente sanguínea frente ao fluconazol. 

 

 

Tabela 8 Distribuição de valores de CIM (mg/L) de itraconazol frente a 97 

isolados de Candida spp. agentes de infecção de corrente sanguínea. 
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Figura 11 Suscetibilidade de 97 isolados de Candida spp. agentes de 

infecção de corrente sanguínea frente ao itraconazol 

 

 

Tabela 9 Distribuição de valores de CIM (mg/L) de caspofungina frente a 97 

isolados de Candida spp. agentes de infecção de corrente sanguínea. 
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Figura 12 Suscetibilidade de 97 isolados de Candida spp. agentes de 

infecção de corrente sanguínea frente a caspofungina. 

 

 

Tabela 10 Classificação dos 97 agentes de infecção de corrente sanguínea 

de acordo com os valores de concentração inibitória mínima (CIM) 
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6. Discussão 

 

Em hospitais brasileiros de alta complexidade, o gênero Candida 

tem grande importância pela morbidade (aproximadamente, 80% das 

infecções fúngicas) e letalidade (40%-60%), segundo Colombo e Guimarães 

(2003). O maior estudo em agentes de candidemia é o Programa SENTRY, 

cujos dados enfatizam a relevância mundial do tema. Em 2007, Pfaller et al. 

divulgaram os resultados (1997-2005) da análise do maior número de cepas 

(196.508 isolados de Candida spp.) de 134 centros médicos de distintas 

regiões: Ásia, América Latina, Europa, África, Oriente Médio e América do 

Norte, que confirmaram C. albicans como prevalente (65,6%) dentre isolados 

de Candida spp. Em nossa pesquisa, a taxa de C. albicans encontrada foi 

menor (34; 35,1%) entre os 97 agentes causadores de infecção de corrente 

sanguínea, se comparado ao estudo mundial.  O entanto, a porcentagem se 

assemelha a outras obtidas por outros estudos brasileiros que também 

mostraram C. albicans, em frequência menor do que a soma das outras 

espécies como: Colombo et al., 2003; Matta et al., 2007 (40%) e Ruiz et al., 

2005 com 38,7% para C. albicans.  As diferenças podem ser explicadas, 

pela população estudada que apresentam fatores de risco distintos que 

podem influenciar na distribuição das espécies, como é o caso de recém-

nascidos, presentes em grande parte da população deste estudo, assim 

como pacientes pediátricos (Ruiz et al., 2005).  

A determinação acurada da espécie causal das infecções 

invasivas por leveduras do gênero Candida tem grande importância 

epidemiológica, pois o prognóstico pode ser melhor definido, assim como 

diagnóstica na escolha do fármaco e, em particular, nos aspectos de 

resistência a antifúngico. Após a descrição de C. dubliniensis, espécie 

críptica de C. albicans que pode apresentar resistência ao fluconazol, os 

testes moleculares para busca desse agente tornaram-se importantes. Com 

amplificação de bandas genômicas, todos os isolados de C. albicans 

identificados fenotipicamente neste estudo, foram analisados. Nenhum 
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isolado de C. albicans foi re-classificado como sendo C. dubliniensis, após 

análise molecular por PCR, dado concordante com a literatura que indica 

baixo índice para esta espécie, confirmando a raridade de C. dubliniensis 

como agente de candidemia. Este achado, muitas vezes, pode ser 

associado a diversos fatores, incluindo até questões técnicas, como 

metodologia de isolamento e identificação (Chang et al., 2003). Horn et al. 

(2009) com base em 2019 cepas isoladas de hemoculturas de casos do 

Canadá, identificaram 0,35% de C. dubliniensis, mostrando taxa baixa 

(0,5%) e semelhante a descrita em estudos prévios, conforme revisão de 

Messer et al. (2009). Em estudo de 12 meses sobre candidemia realizado na 

Escócia, Reino Unido, Odds et al. (2007), identificaram C. albicans como 

espécie prevalente (152 isolados),sendo que 7 pacientes apresentaram C. 

dubliniensis,  resultando em freqüência baixa (2,9%) condizente com os 

dados já publicados. Dimopoulos et al. (2009) em estudo de 10 anos na 

Grécia, no entanto, encontraram a maior taxa (8,8%), até hoje registrada na 

literatura, de C. dubliniensis em amostras de hemocultura (n=135), 

provenientes de pacientes em Unidade de Terapia Intensiva (UTI).  

Ao lado de C. albicans, a espécie de maior relevância global em 

candidemia é C. parapsilosis, como confirmado neste estudo. Essa espécie 

representou 6,6% de 141.383 isolados de Candida compilados entre 2001 a 

2005, pelo Programa ARTEMIS (ARTEMIS DISK Antifungal Surveillance 

Program) e foi o agente em candidemia mais comum na América do Norte 

(14,3%) e América Latina (9,9%) (Pfaller et al., 2008). Na França, um estudo 

recente mostrou menores taxas para C. parapsilosis (7,5%), ocupando a 

terceira posição entre os agentes de candidemia, após C. albicans e C. 

glabrata (Leroy et al., 2009). Alguns estudos brasileiros mostram C. 

parapsilosis sendo segundo, ou terceiro, agente mais comum em 

candidemias, como Matta et al. (2007) em 23,8% e Colombo et al. (2006) em 

20,5% dos isolados estudados.  

A diferença observada na frequência entre C. albicans (35,1%) e 

C. parapsilosis (46,4%), neste estudo pode ser explicada pela população de 
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pacientes classificados como recém-nascidos que correspondeu a 55,1% 

dos pacientes com infecção de corrente sanguinea. C. parapsilosis foi a 

espécie prevalente em UTI neonatal, possivelmente, pela alta manipulação 

necessária aos pacientes. Além disso, um recém-nascido deve ser 

considerado como um indivíduo imunodeficiente, seu sistema imunológico é 

imaturo no momento nascimento, que desse modo está sujeito a maior risco 

de infecção fúngica nosocomial (Cantón et al., 2001). Soma-se a esta 

situação o fato dessa espécie ter alta capacidade de se manter em soluções 

glicosiladas, além de produzir biofilmes (Branchini et al., 1994; Medrano et 

al., 2006). A espécie está associada à contaminação exógena relacionada 

ao uso de cateter e ao contato intenso pelos profissionais de saúde aos 

pacientes (Matsumoto et al., 2007, Ruiz et al.,2005; Medrano et al., 2006). O 

estudo de Lupetti et al. (2002) exemplifica bem a transmissão nosocomial 

dessa espécie. Os autores descreveram um caso de fungemia por C. 

parapsilosis em recém-nascido e atribuiram a transmissão horizontal por 

interação direta entre enfermeiros e bebê, sendo que este desenvolveu 

primeiramente, um quadro de conjuntivite e, mais tarde, candidíase 

sistêmica; a colonização infantil por transmissão vertical da mãe foi excluída, 

porque C. parapsilosis nunca foi isolado das culturas de triagem realizadas 

no período de internação do bebê na UTI-neonatal 

De modo interessante, Pereira et al. (2010) estudaram 52 casos 

de candidemia, com maioria dos casos (26%) apresentando C. parapsilosis 

como agente infectante, mas sem relação com faixa etária da população.  

A infecção por C. parapsilosis tem aumentado nos últimos anos, 

especialmente na Espanha e América Latina, em particular, no Brasil e, por 

isso, é grande o interesse em identificar, com precisão, espécies do 

complexo C. parapsilosis (Pfaller et al., 2008; Pereira et al., 2010). Sabe-se 

hoje que C. parapsilosis representa um complexo de três membros e, dada a 

alta importância desse agente em candidemia, a identificação das espécies 

crípticas é obrigatória em estudo epidemiológico. Nesta dissertação, dentre 

os 45 fenótipos classificados como sendo C. parapsilosis e submetidos à 
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reação de PCR-RFLP, apenas 3 (3,1%) foram identificados como sendo C. 

orthopsilosis.  Essa taxa é similar àquela descrita (4,5%) por Tavanti et al. 

(2007) encontrada dentre 33 isolados (13 pacientes) obtidos de vários 

hospitais na Itália. No único estudo brasileiro, Gonçalves et al. (2010) 

mostraram prevalência um pouco maior (9%) de C. orthopsilosis entre 141 

agentes de candidemia. Os autores encontraram, ainda, 3% de isolados de 

C. metapsilosis, espécie não observada neste estudo. Na metodologia 

empregada neste estudo, nenhum isolado correspondeu ao perfil molecular 

de C. metapsilosis. Raros estudos descreveram C. metapsilosis em 

hemoculturas, sendo que as taxas são sempre baixas. Lockhart et al. (2008) 

descrevem que, de 1929 isolados classificados como C. parapsilosis, 

apenas 34 (1,8%) foram re-classificados com C. metapsilosis e, dentre 

estes, a maioria (60%) foi proveniente de corrente sanguinea; os demais 

eram de abscessos, cateteres, fluido de ascite e líquido articular. Gomez-

Lopes et al. (2008) descreveram prevalência de 1,7% (6/345) para esta 

espécie em sangue de casos de candidemia.  

A frequência de C. parapsilosis ultrapassou a de C. tropicalis. As 

amostras identificadas como C. tropicalis, a terceira espécie mais frequente 

neste estudo (15,5%), geralmente, está relacionada a infecções endógenas 

pós-cirúrgicas e também a pacientes de neoplasias, principalmente, 

leucemia e, possivelmente, faziam parte da microbiota intestinal dos 

pacientes (Diekema et al. 2002; Horn et al. 2009). Embora exista pouca 

informação na literatura sobre capacidade de cepas de Candida sobreviver 

em superfícies ambientais. Chowdhary et al., 2003; conseguiu recuperar dois 

isolados de C. tropicalis, sendo um proveniente de colchão e outro de 

cobertor, ambos usados por recém-nascidos em UTI-neonatal, indicando a 

possibilidade de contaminação nosocomial, por esta espécie, em um 

paciente na unidade de internação de estudo. Os achados deste estudo 

enfatizam a importância de C. tropicalis como agente de candidemia no 

Brasil, assim como já descrito por diversos estudos, como em Pereira et al. 

2010 (26%), Matta et al., 2007 (24,3%) e Colombo et al., 2006 (20,9%). C. 

guilliermondii apresentou frequência de 2,1% neste estudo, sendo que em 
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2008  foi isolada de  um paciente adulto e, em 2009, de  um paciente recém-

nascido. C. guilliermondii teve a mesma frequencia (3%) em infecções de 

corrente sanguínea na América Latina (Pfaller e Diekema, 2007). Pfaller et 

al. (2006) descreveram ocorrência de 1029 isolados de C. guilliermondii, 

ressaltando a variação da taxa segundo a região geográfica, com 1,1% 

(n=190) de isolados provenientes da Ásia, 1,0% (n=392) da Europa, 3,7% 

(n=413) da América Latina e 0,6% (34) da América do Norte. Segundo 

Pfaller et al. (2006) é uma espécie mais frequentemente associada com 

onicomicose sendo, raramente, encontrada como causa de infecção fúngica 

invasiva. Savini et al. 2010) enfatizam que a literatura já descreve esta 

espécie como agente de fungemia em pacientes com câncer. De fato, o 

importante estudo de Girmenia et al. (2006) descreveu aumento da 

frequência de candidemia devido à C. guilliermondii, com 29 de 243 

episódios (11,7%) em pacientes com neoplasias hematológicas, em um 

hospital italiano durante um período de 22 anos. A tipagem molecular, 

realizada pelos autores, não revelou qualquer evidência de uma fonte de 

infecção comum; no entanto, pelo menos 65,5% dos 29 episódios ocorreram 

em pacientes que faziam uso de cateter venoso, indicando uma possível 

associação com a presença de um corpo estranho intravascular.  

Outra espécie já descrita como agente de candidemia em estudos 

nacionais e internacionais, C. krusei, não foi encontrada neste pesquisa. No 

Brasil, diferente do continente norte-americano e europeu, C. glabrata 

apresenta-se em taxas menores (1,3% e 4%) (Ruiz et al., 2005; Pereira et 

al., 2010). Em estudo de 12 meses sobre candidemia realizado na Escócia, 

Reino Unido, Odds et al. (2007) identificaram 21% de C. glabrata, ocupando 

o segundo lugar como agente causador de candidemia. Leroy et al. (2009) 

descreveram em seu estudo prevalência de 16,7% para esta espécie de 

Candida. C. glabrata está associada a candidemia em pacientes idosos 

(acima de 65 anos), esta espécie foi isolada em apenas um paciente como 

agente nos casos estudados desta dissertação que englobou grande parte 

de pacientes jovens.  
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Em relação aos perfis de suscetibilidade a antifúngicos, os 

resultados em relação a C. albicans indicaram que no amplo intervalo de 

CIM de fluconazol (0,12 mg/L a 1 mg/L) não há valores que significam 

resistência a esse fármaco. Os valores encontrados concordam com a 

afirmação de Pfaller et al. (2004) sobre a manutenção, durante vinte anos, 

do perfil de sensibilidade de C. albicans em várias regiões do globo, frente 

ao fluconazol, mesmo com o amplo uso profilático e terapêutico desse 

fármaco. A faixa de valores baixos de CIM é, frequentemente, citada  em 

estudos internacionais como o de Rodriguez-Tudela et al. (2007) e 

publicações nacionais como os de França et al. (2008) e Matta et al. (2007). 

Em contraste, um estudo único de Dimopoulos et. al. (2009), na Grécia, 

mostrou valores máximos de 32 mg/L para C. albicans, o que chama 

atenção, por ser valor raramente descrito para a espécie. 

A sensibilidade de C. albicans pode ser observada, ainda, sob os 

parâmetros de CIM50 e CIM90, moda e média geométrica. Comparando com 

os dados nacionais, os valores encontrados são concordantes com Matta et. 

al., 2007 (CIM50/CIM90=0,25mg/L/0,5mg/L). Odds et. al. (2007) também 

observaram valores semelhantes (MIC50/MIC90=0,25mg/L/0,5mg/L) e 

equivalente a outros trabalhos internacionais, como o de Jung et. al., 2010 

(CIM50/CIM90 = 0,125mg/L/0,5mg/L) e Messer et al. 2009 (CIM50/CIM90 = <0,5 

mg/L/<0,5mg/L).  

Para itraconazol, um fármaco que também pode ser usado em 

candidemia, os valores de MIC50 (0.03 mg/L) e MIC90 (0,06 mg/L) 

encontrados neste estudo são iguais aqueles observados por Messer et al., 

2009, no Programa de Vigilância Internacional  - SENTRY-  pelos resultados 

de  771 isolados de C. albicans. 

C. albicans frente à caspofungina foi altamente sensível, sendo 

apenas um isolado classificado como intermediário e outro como resistente 

ao fármaco; resistência C. albicans a classe das equinocandinas não é 

comum, mas já foi associado com substituições de aminoácidos na enzima 
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alvo do fármaco (fks1) o que poderia diminuir a afinidade no sítio de ação 

(Pfaller et al., 2011). 

C. parapsilosis frente ao fluconazol apresentou apenas duas 

amostras com CIMs um pouco mais elevados (4 mg/L), valor considerado 

intermediário e uma amostra com valor de 8 mg/L, valor considerado 

resistente segundo breakpoint adotado para resultados obtidos pela 

metodologia AFST-EUCAST. Este valor de CIM para FCZ foi bem inferior ao 

encontrado por Silva et al. (2009) que descreveram CIMs de 16 mg/L a 64 

mg/L em 5,6% dos isolados de C. parapsilosis. O valor de CIM90 para 

fluconazol foi de 2 mg/L igual ao descrito por Matta et al. (2007), sendo um 

pouco inferior ao descrito por Messer et al. (2009) que mostraram valor de 

CIM90 de 4 mg/ L para C. parapsilosis frente ao fluconazol. 

A suscetibilidade dos isolados de C. parapsilosis frente à 

caspofungina mostraram CIM50 e CIM90 de 0,5 mg/L e 1mg/L, 

respectivamente. O valor foi inferior ao descrito por Dimopoulos et. al. (2009) 

que observou MIC90 de 2 mg/L. Destaca-se que, nesta dissertação, os 

valores foram maiores do que os encontrados para os isolados de C. 

albicans que apresentaram CIM50 e CIM90 de 0,12 mg/L.  

C. tropicalis mostrou-se sensível à caspofungina e FCZ, mas com 

um quinto (3/15) dos isolados mais resistentes para ITZ, sendo esse fármaco 

sem definição de breakpoint segundo EUCAST. De modo geral, as taxas de 

resistência a fluconazol, nessa espécie, são variáveis. Pfaller et al. (2004) 

em seu estudo com isolados de 1992 a 2001, mostraram que os isolados de 

C. tropicalis foram sensíveis ao FCZ, independente da área de origem. 

Estudos relatam C. tropicalis como agente de candidemia com índice de 

resistência variando de 3 a 7% frente a fármacos azólicos (Matta et al., 2007; 

Diekema et al., 2002; Hajjeh et al., 2004).  

Deve-se ressaltar que existe um problema técnico, denominado 

trailing, fenômeno que leva a falsos resultados de resistência, 

principalmente, em C. tropicalis frente a fármacos azólicos e outras drogas 

fungistáticas. O fenômeno consiste em crescimento residual da levedura, 
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mesmo em concentrações acima do CIM, induzindo à interpretação errônea 

de resistência. Isto ocorre em isolados sensíveis que, quando em testes com 

leituras tardias (>24h) passam a ser interpretados como resistentes a 

antifúngicos fungistáticos (Marr et al., 1999; Facioli ., 2009). 

C. guilliermondii, neste estudo, apresentou valores de fluconazol 

sendo uma amostra com MIC de 2 mg/L e outra com MIC 16 mg/L. Valores 

que segundo artigo de revisão de Savini et al. (2010) devem classificar as 

cepas como sensível e sensível dose-dependente, respectivamente. Porém, 

a ausência de breakpoints para essa espécie, segundo a metodologia 

empregada – EUCAST - impede a inserção dos isolados em categorias. 

Girmenia et al. (2006) mostraram que esta espécie de Candida foi altamente 

sensível em 91% (considerando breakpoint norte-americano de CIM < 

8µg/ml) frente ao fluconazol. Há uma forte preocupação sobre o potencial de 

resistência a fluconazol e outros azóis, assim como ao antifúngico mais 

potente (anfotericina B) e, ainda, aos novos compostos (equinocandinas) em 

isolados clínicos de C. guilliermondii, enfatizando-se a necessidade de maior 

atenção a essa espécie, ainda pouco estudada (Cantón et al., 2006). 

C. glabrata foi observada em apenas um paciente e apresentou 

CIM de 64 mg/L para fluconazol; 0,25 g/L para itraconazol e 0,12 mg/L para 

caspofungina, devido ao n (amostras) a verificação de perfil de resistência 

pelo método empregado apresenta uma probabilidade muito baixa em ser 

clinicamente utilizável como parâmetro. 

Os índices de candidemia em UTIs nas quais as instalações 

foram feitas com foco em evitar, ou minimizar, infecções nosocomiais, como: 

implantação de filtros de absorção de partículas e pressão positiva, dão 

indícios de que a origem da infecção, muitas vezes, é endógena. A 

colonização prévia da boca, do trato gastrintestinal, da vagina e da pele 

também é considerada um fator de risco para infecções oportunistas. No 

entanto, em muitos casos, a infecção pode ser decorrente de contaminação 

através das mãos de profissionais da área de saúde, produtos de infusão 

contaminados, biomateriais e fontes ambientais. Por isso, é importante a 
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identificação correta da espécie responsável pela candidemia para 

determinação da fonte de infecção, bem como, conhecimento de seu perfil 

de suscetibilidade aos fármacos antifúngicos dando subsídios a melhor 

terapêutica. O avanço tecnológico na área da saúde, juntamente com a 

avaliação da resistência e caracterização por técnicas de tipagem molecular 

de cepas de Candida spp. podem proporcionar melhorias no diagnóstico e 

tratamento das candidemias aumentando, assim, a expectativa de cura e 

prolongando a sobrevida de muitos pacientes. 

Os resultados deste estudo corroboram a relevância dos estudos 

epidemiológicos de monitoramento da infecção sanguínea, destacando a 

necessidade de uma vigilância continua para se avaliar as tendências em 

cada instituição hospitalar. 
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7. Conclusões  

 

C. parapsilosis foi a espécie que apresentou maior frequência, o que 

indica a importância da análise acurada da espécie associada ao quadro de 

candidemia, para monitorar tendências ao longo do tempo e diferenças 

regionais. Outras espécies encontradas foram: C. albicans, C. tropicalis e C. 

guilliermondii.  

Foi confirmada a espécie C. parapsilosis como a de maior prevalência 

em casos internados em Unidades de Tratamento Intensivo Neo-Natal, em 

relação, a outros casos. 

 Foi observada ausência de C. dubliniensis, entre fenótipos de C. 

albicans causadores de candidemia. A tipagem molecular de fenótipos de C. 

parapsilosis, indicou poucos isolados de C. orthopsilosis como agente de 

infecção de corrente sanguinea, corroborando com dados da literatura 

nacional e internacional 

A alta suscetibilidade de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis ao 

fluconazol, confirma dados publicados e pode ser uma informação um 

subsídio para terapia empírica da candidemia no hospital avaliado.  

Itraconazol foi menos ativo, se comparado ao fluconazol, mas 

nenhuma cepa resistente foi observada, indicando que, em caso de 

necessidade, esse fármaco pode ser empregado para terapia da 

candidemia. 

Um isolado de C. guilliermondii menos sensível ao fluconazol, foi 

também menos sensível ao itraconazol, ressaltando a ocorrência de 

resistência cruzada nessa espécie e mostrando a relevância da 

determinação do perfil de resistência a fármacos antifúngicos frente a 

agentes de micoses invasivas. 
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Caspofungina se mostrou eficaz in vitro, mesmo para isolados menos 

sensíveis ao fluconazol, podendo ser uma alternativa de tratamento. Para C. 

parapsilosis esse fármaco foi menos eficaz chamando a atenção para a 

necessidade de melhor monitoramento dessa espécie. 
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Anexo 2 

 

Valores de breakpoints para os antifúngicos fluconazol, itraconazol, 

caspofungina, aplicáveis a cada espécie de Candida spp. 

 

 

 

AFST-EUCAST, European Commitee for Antifungal Susceptibility Testing;  

CLSI, Clinical Laboratory Standard Institute; * não aplicável por EUCAST 

S-DD, susceptibility dose dependent, suscetibilidade dependente da dose  

(*) breakpoints aplicáveis apenas para C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis; 
(**) breakpoint não aplicável para C. krusei. 

 

 

 

Antifúngico  

  

Fonte  

 

Sensível S-DD/Intermediário Resistente 

(mg/L) (mg/L) (mg/L) 

Fluconazol 

AFST-EUCAST* < 2 4 > 4 

CLSI** ≤ 2 4 ≥ 8 

Itraconazol  CLSI ≤ 0,12 0,25-0,5 ≥ 1 

Caspofungina 

C. albicans, 

 C. tropicalis, 

C. krusei 

 (Pfaller et al.,    

2011) 

< 0,25 0,5 > 1 

C. parapsilosis 

(Pfaller et al., 

2011) < 2 4 > 8 
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Apêndice 1 

Identificação fenotípica e genotípica e perfil de suscetibilidade a antifúngicos 

de 97 isolados de Candida spp. provenientes de um hospital público da 

Baixada Santista, SP, Brasil.  

Nº Amostra 

Identificação 

          fenotípica                      genotípica 

CIM (mg/L) 

      FCZ         I TZ      CASPO 

20090900000414 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090900000465 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090900000950 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090900000954 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.06 0.12 

20090900001405 C.  albicans C.  albicans 0.5 0.06 0.12 

20090900001466 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090900001514 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.06 0.12 

20090900002668 C.  albicans C.  albicans 0.12 0.03 0.12 

20090900002669 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090900003151 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20080100062303 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20080100079275 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20080100084341 C.  albicans C.  albicans 0.12 0.03 0.12 

20080100084346 C.  albicans C.  albicans 0.12 0.03 0.12 

20080100089471 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090900000953 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.06 1.0 

20090900000955 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.06 0.5 

20090900000956 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.06 0.25 

20090900000958 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.06 0.5 

20090900000959 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.06 1.0 

20090900001460 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 4.0 0.03 1.0 

20090900002307 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.06 0.5 

20090900002308 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 0.5 0.06 1.0 

20080100053509 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.06 1.0 
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20080100053513 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 1.0 

20080100061173 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.12 1.0 

20080100061176 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.06 0.5 

20080100061180 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 4.0 0.06 0.5 

20080100061181 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 0.5 

20080100079271 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 0.5 0.03 0.12 

20080100079277 C.  parapsilosis C.  orthopsilosis 0.5 0.03 0.5 

20090900000402 C.  tropicalis NR 0.5 0.12 0.12 

20090900000413 C.  tropicalis NR 0.5 0.12 0.12 

20090900000949 C.  tropicalis NR 0.25 0.25 0.12 

20090900001406 C.  tropicalis NR 1.0 0.25 0.12 

20080100062305 C.  tropicalis NR 0.5 0.06 0.12 

20090100053661 C.  parapsilosis NR 2.0 0.12 0.5 

20090900002671 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.06 0.5 

20090900003152 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.12 0.5 

20090100054626 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 1.0 

20080100049673 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 1.0 

20080100049679 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 1.0 

20090900002309 C.  albicans C.  albicans 0.5 0.06 1.0 

20090100053655 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090100053671 C.  tropicalis NR 0.5 0.06 0.12 

20090900003153 C.  albicans C.  albicans 1.0 0.06 0.5 

20090100053654 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090100060400 C.  albicans C.  albicans 1.0 0.03 0.12 

20080100079279-2 C.  tropicalis NR 0.5 0.25 0.12 

20080100079279-1 C.  guilliermondii NR 16 0.5 0.5 

20080100089474 C.  albicans C.  albicans 0.5 0.06 0.25 

20090100060398 C.  tropicalis NR 1.0 0.12 0.12 

20090900002311 C.  guilliermondii NR 2.0 0.25 1.0 

20080100053509 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.06 1.0 

20080100058004 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 2.0 
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20080100061178 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.06 2.0 

20080100079269 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 1.0 

20080100053509 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.12 0.25 

20080100053513 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.06 0.5 

20080100058004 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 0.5 

20080100061178-2 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 0.5 0.03 0.5 

20080100061178-3 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.15 0.25 

20080100061178-4 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.06 0.25 

20080100062296 C.  tropicalis NR 0.25 0.12 0.12 

20080100079271 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 0.25 

20080100079275 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20080100084341 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20080100084346 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20080100089471 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20090900001258 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.03 0.12 

20100900000345 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 0.25 

20100900000346 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 2.0 0.03 1.0 

20100900000347 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.015 1.0 

20100900000348 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 1.0 

20100900006582 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 1.0 0.03 1.0 

20100900007395 C.  albicans C.  albicans 0.12 0.015 0.12 

20100900006591 C.  parapsilosis C.  orthopsilosis 0.5 0.03 0.5 

20100900007399 C.  tropicalis NR 0.5 0.06 0.12 

20100900007401 C.  albicans C.  albicans 0.5 0.015 0.12 

20100900007402 C.  tropicalis NR 0.25 0.03 0.12 

20100900007404 C.  tropicalis NR 0.25 0.125 0.12 

20100900008151 C.  tropicalis NR 0.5 0.125 0.12 

20100900008154 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.015 0.12 

20100900009008 C.  tropicalis NR 0.5 0.06 0.12 

20100900009010 C.  tropicalis NR 0.12 0.06 0.12 

20100900009318 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.015 0.12 

20100900009012 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 0.5 0.03 1.0 

20100900009320 C. glabrata C. glabrata 64 0.25 0.12 

20100900009804 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.015 0.12 
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20100900009864 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 0.5 0.03 0.5 

20100900009865 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 0.5 0.03 0.5 

20100900009868 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 0.5 0.03 0.25 

20100900009803 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.015 0.12 

20100900009430 C.  parapsilosis C.  parapsilosis 8.0 0.06 1.0 

20100900009797 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.015 0.12 

20100900009799 C.  albicans C.  albicans 0.25 0.015 0.12 

20100900009866 C.  parapsilosis C.  orthopsilosis 0.5 0.03 0.5 

      

        NR, Não realizado; FCZ fluconazol; ITZ, itraconazol; CASPO, caspofungina. 

 


