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RESUMO 

Candidemias caracterizam um grave problema de saúde pública em todo 
mundo pela alta mortalidade dos casos, onde as espécies apresentam 
variação epidemiológica e na sensibilidade aos antifúngicos. Objetivou-se 
demonstrar a frequência de espécies de Candida, enfatizando as espécies 
crípticas e caracterizar o perfil de sensibilidade antifúngica de cepas em casos 
de candidemia, internados em hospitais do estado de São Paulo, onde 
Instituto Adolfo Lutz é o laboratório de referência. As cepas, únicas de cada 
paciente, foram recebidas de 22 hospitais públicos gerais, filantrópico, escola 
e especializado em infectologia. A identificação fenotípica para determinação 
dos complexos deu-se por análise morfológica e bioquímica, por métodos 
auxanográficos. Para discriminar espécies crípticas aplicaram-se técnicas 
moleculares das mais simples às complexas, sendo elas: PCR, PCR-RFLP, 
MALDI-TOF e sequenciamento. Os antifúngicos utilizados nos testes de 
sensibilidade foram: fluconazol, voriconazol, caspofungina, micafungina, 
anidulafungina e anfotericina B. Nos anos de 2017 e 2018, foram estudadas 
144 cepas de candidemia com as seguintes espécies crípticas: C. parapsilosis 
sensu stricto (47/144; 32,6%), C. orthopsilosis (4/144; 2,7%), C. metapsilosis 
(2/144; 1,4%), C. albicans ssss (40/144; 27,8%), C. dubliniensis (2/144, 1,4%), 
C. glabrata (14/144; 9,7%), C. haemulonii (2/144; 1,4%), C. haemulonii var. 
vulnera (3/144; 2,1); C. duobushaemulonii (1/144; 0,7%) e C. guilliermondii 
(2/144; 1,4%). As demais espécies foram: C. tropicalis (21/144; 14,6%), C. 
krusei (4/144; 2,8%), C. pelliculosa (1/144; 0,7%) e C. kefyr (1/144; 0,7%). 
Para FCZ foram encontradas 3 cepas de C. parapsilosis (3/46; 6,5%; 0,12-
>64 µg/mL) e em uma de C. tropicalis (1/21; 4,76%; 64 µg/mL) resistentes; 
observou-se uma cepa non-wild type de C. guilliermondii (1/2; 50%; 64 µg/mL) 
e altos MICs para 2 cepas de C. haemulonii var. vulnera (2/3; 66,6%; 16-32 

µg/mL) e para a única cepa de C. duobushaemulonii (64 µg/mL). Alta taxa de 
cepas non-wild type ao VCZ (6/14; 42,8%) foi encontrada em C. glabrata. 
Reafirma-se neste estudo que as espécies do complexo C. haemulonii, 
consideradas multirresistentes aos antifúngicos, despontam com maior 
frequência em nosso estado, se comparado aos dados da literatura. De 
acordo com os resultados obtidos, a identificação por métodos moleculares 
representou importante estratégia para demonstrar a variedade de espécies 
causais de candidemias e alertar para necessidade de terapias apropriadas. 
A determinação de espécies crípticas propensas à resistência pode ter 
impacto na sobrevida de pacientes por fornecer subsídios para terapia 
empírica com base no perfil epidemiológico da candidemia em cada hospital, 
região e país. 

 

 

 

Palavras-chave: candidemia; resistência antifúngica; Candida haemulonii; 

equinocandinas 



ABSTRACT 

  

 Candidemia is a serious public health problem worldwide due to the high 

mortality of the cases. The species present epidemiological diversity and 

different profiles of sensitivity to antifungals. The aim is to show the frequency 

of Candida species, emphasizing the cryptic species and to characterize the 

antifungal sensitivity profile of strains in cases of candidemia, admitted to 

hospitals in the state of São Paulo, where Adolfo Lutz Institute is the reference 

laboratory. The strains, unique to each patient, were received from 22 general 

public hospitals, philanthropic, sshool, and specialized in infectious diseases. 

The phenotypic identification to determine the complex was done by 

morphological and biochemical analysis, using auxanographic methods. To 

discriminate cryptic species, molecular techniques from the simplest to the 

most complex were applied, namely: PCR, PCR-RFLP, MALDI-TOF, and 

Sequencing. The antifungals used in the susceptibility tests were: fluconazole, 

voriconazole, caspofungin, micafungin, anidulafungin and amphotericin B. In 

the years 2017 and 2018, 144 strains of candidemia were studied with the 

following cryptic species: C. parapsilosis sensu stricto ss (47/144; 32.6%), C. 

orthopsilosis (4/144; 2.7%), C. metapsilosis (2/144; 1.4%), C. albicans ssss 

(40/144; 27.8%), C. dubliniensis (2/144, 1.4%), C. glabrata (14/144; 9 , 7%), 

C. haemulonii (2/144; 1.4%), C. haemulonii var. vulnera (3/144; 2.1); C. 

duobushaemulonii (1/144; 0.7%) and C. guilliermondii (2/144; 1.4%). The other 

species were: C. tropicalis (21/144; 14.6%), C. krusei (4/144; 2.8%), C. 

pelliculosa (1/144; 0.7%) and C. kefyr (1/144; 0.7%). Resistance to FCZ was 

found in 3 strains of C. parapsilosis (3/46; 6.5%; 0.12-> 64 µg / mL) and 1 of 

C. tropicalis (1/21; 4.76%; 64 µg / mL) and non-wild type for a strain of C. 

guilliermondii (1/2; 50%; 64 µg / mL) and high MICs for 2 C. haemulonii var. 

vulnera (2/3; 66.6%; 16-32 µg / mL) and in the single strain of C. 

duobushaemulonii (64 µg / mL). A high rate of non-wild type to VCZ (6/14; 

42.8%) was found for C. glabrata. It is reaffirmed in this study that the species 

of the C. haemulonii complex, considered multiresistant to antifungals, appear 

more frequently in our state when compared to the literature data. According 

to the results, the identification by molecular methods becomes an important 

tool for the construction of surveillance strategies in hospitals. The 

determination of cryptic species prone to resistance may have an impact on 

patient survival by providing subsidies for empirical therapy based on the 

epidemiological profile of candidemia in each hospital, region, and country. 

 

Keywords: candidemia; drug resistance; Candida; echinocandins 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AmB – anfotericina B 

ANF – anidulafungina 

ATCC – American Type Culture Collection  

C. albicans – Candida albicans 

CAS – caspofungina 

CBS – Centraalbureau voor Sshimmelcultures  

CDC - Centers for Disease Control and Prevention 

C. dubliniensis – Candida dubliniensis 

C. duobushaemulonii – Candida duobushaemulonii 

C. glabrata – Candida glabrata 

CHROMAgar – meio cromogênico  

C. guilliermondii – Candida guilliermondii 

C. haemulonii – Candida haemulonii 

C. haemulonii var. vulnera – Candida haemulonii var. vulnera 

C. krusei – Candida krusei 

C. kefyr – Candida kefyr 

C. metapsilosis – Candida metapsilosis 

C. orthopsilosis – Candida orthopsilosis 

C. parapsilosis – Candida parapsilosis 

C. pelliculosa – Candida pelliculosa 

C. pseudohaemulonii – Candida pseudohaemulonii 

C. vulturna – Candida vulturna 

CSLI – Clinical Laboratories Standards Institute      

C. tropicalis – Candida tropicalis 

DMSO – dimetilsulfóxido 

EDTA – etilenodiamino tetra-acético 



Epidemiological Cutoff Values – ECV  

EUCAST – European Committee for Antibiotic Susseptibility Testing  

FCZ – fluconazol 

IBGE – Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

IRAS – infecções relacionadas à assistência à saúde 

ITS – internal transsribed spacer  

ITZ – itraconazol 

mL – mililitro 

LACEN – laboratório central de referência  

MALDI-TOF MS – matrix assisted laser desorption ionization-time of flight 
mass spectrometry 

MIC – Minimum inhibitory concentration - Concentração inibitória mínima 

MICA – micafungina 

µg – micrograma 

MG – média geométrica 

PCR – Polimerase Chain Reaction - Reação em cadeia da polimerase 

PDUI – Plano de Desenvolvimento Urbano Integrado 

RFLP – Restriction Fragment Length Polymorphism - Técnica do 
polimorfismo de comprimento de fragmentos 

ss – sensu stricto   

SENTRY – Antifungal Surveillance Program  

TBE – Tris/Borato/EDTA  

VCZ – voriconazol 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 - Exemplo de colônias de espécies de Candida em CHROMAgar 

Candida® para identificação presuntiva de complexo de espécies e verificação 

de pureza.......................................................................................................24 

 

Figura 2 - Placas de microtitulação e meio RPMI-1640, dentro de cabine de 

segurança biológica, para testes de sensibilidade a fármacos antifúngicos de 

cepas de Candida isoladas de corrente 

sanguínea.......................................................................................................29 

 

Figura 3 - Gráficos da distribuição de 144 cepas de Candida, por categoria de 

hospital de origem no Estado de São Paulo entre os anos de 2017 

2018................................................................................................................31 

 

Figura 4 - Distribuição dos municípios de origem de 144 cepas de Candida em 

casos de candidemia, Estado de São Paulo (2017-

2018)..............................................................................................................33 

 

Figura 5 – Gel de agarose dos produtos de PCR amplificados, para 

diferenciação das espécies C. albicans (C.A) e C. dubliniensis (C.D). Cepas 

controle positivo (+) das duas espécies; controle negativo (C-) e peso 

molecular com 100 pares de bases 

(P.M)...............................................................................................................35 

 

Figura 6 – Gel de agarose dos produtos de PCR-RFLP amplificados para 

diferenciação das espécies C. parapsilosis ss (C.P), C. orthopsilosis (C.O) e C. 

metapsilosis (C.M). Cepas controle positivo (+) das 3 espécies; controle 

negativo (C-) e peso molecular com 100 pares de bases 

(PM).................................................................................................................36 

 
 



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - Distribuição de complexos e espécies de Candida de corrente 

sanguínea, de 22 hospitais no estado de São Paulo, segundo ano de 

isolamento.....................................................................................................34 

 

Tabela 2 - Distribuição de espécies de 144 cepas de corrente sanguínea, 

obtidas de 22 hospitais, estado de São Paulo, Brasil, 2017-

2018..............................................................................................................35 

 

Tabela 3 - Distribuição de valores de concentração inibitória mínima (MIC) de 

6 fármacos antifúngicos frente a 142 cepas sanguíneas de Candida, segundo 

espécie ou complexo, estado de São Paulo, 2017-

2018..............................................................................................................39 

 

Tabela 4 - Síntese da sensibilidade de 144 cepas de Candida, isoladas de 

corrente sanguínea, provenientes de 18 hospitais, 2017-2018, São Paulo, 

Brasil.............................................................................................................41 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE GRÁFICOS 

 

Gráfico 1 – Concentração inibitória mínima (MIC, em ug/mL) de 6 antifúngicos 

frente a 42 cepas de corrente sanguínea do complexo C. albicans. FCZ, 

fluconazol; VCZ, voriconazol; AmB, anfotericina B; CAS, caspofungina; MICA, 

micafungina; ANF, 

anidulafungina................................................................................................45 

 

Gráfico 2 - Concentração inibitória mínima (MIC, em ug/mL) de 6 antifúngicos 

frente a 40 cepas de corrente sanguínea de C. albicans ss. FCZ, fluconazol; 

VCZ, voriconazol; AmB, anfotericina B; CAS, caspofungina; MICA, 

micafungina; ANF, 

anidulafungina................................................................................................45 

 

Gráfico 3 - Concentração inibitória mínima (MIC em ug/mL) de 6 antifúngicos 

frente a 21 cepas de corrente sanguínea de Candida tropicalis. FCZ, 

fluconazol; VCZ, voriconazol; AmB, anfotericina B; CAS, caspofungina; MICA, 

micafungina; ANF, 

anidulafungina.............................................................................................46 

 

Gráfico 4 - Concentração inibitória mínima (MIC em ug/mL) de 6 antifúngicos 

frente a 14 cepas de corrente sanguínea do complexo C. glabrata. FCZ, 

fluconazol; VCZ, voriconazol; AmB, anfotericina B; CAS, caspofungina; MICA, 

micafungina; ANF, 

anidulafungina................................................................................................46 

 

 

 

 

 

 



ÍNDICE 

 

1. INTRODUÇÃO......................................................................................................14 

1.1 Espécies crípticas.............................................................................................15 

1.1.2 Epidemiologia.................................................................................................17 

1.2 Tratamento.........................................................................................................18 

1.3 Resistência a antifúngicos...............................................................................20 

2. OBJETIVOS..........................................................................................................22 

2.1 Objetivos gerais.................................................................................................21 

2.2 Objetivos específicos........................................................................................21  

3. MATERIAL E MÉTODOS.....................................................................................23 

3.1 Origem das cepas.............................................................................................23 

3.2 Confirmação dos fenótipos..............................................................................23 

3.3 Identificação molecular das cepas de complexos de espécies....................24 

3.3.1 Análise de DNA...............................................................................................24 

3.3.2 Análise proteômica........................................................................................27 

3.4 Teste de sensibilidade a antifúngicos.............................................................27 

4. RESULTADOS......................................................................................................30 

5. DISCUSSÃO.........................................................................................................47 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS..................................................................................56 

6. CONCLUSÕES.....................................................................................................57 

 

 

 

 

 

 



14 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

O gênero Candida está entre aqueles que causam maior número de 

infecções na corrente sanguínea e é o segundo microrganismo mais comum 

em unidade de tratamento intensivo após Staphylococcus aureus, suscitando 

um grande número de hospitalizações e mortes, em diversos países ao redor 

do mundo (Pfaller e Castanheira, 2016). Uma vez comensais, esses micro-

organismos passam a causar infecções através de alterações fisiológicas que 

podem ser induzidas a partir do uso de imunossupressores ou pelo uso 

prolongado de antibióticos, em pacientes que passaram por procedimentos 

invasivos, que fazem uso de cateteres venosos ou de nutrição parenteral ou 

ainda que possuam doenças de base como distúrbios hematológicos, câncer 

e diabetes mellitus (Pappas et al., 2018; Nucci et al., 2010). As taxas de 

mortalidade pela micose, no Brasil, podem ultrapassar 50%, dependendo do 

estado de saúde do paciente, valor este superior ao de relatos na Europa e 

América do Norte. (Doi et al., 2016; Canela et al., 2018).         

A candidemia é a infecção de corrente sanguínea induzida por fungos 

do gênero Candida spp. O número de casos é crescente, especialmente em 

hospitais terciários do Brasil, gerando alto custo financeiro e resultando em 

um problema de Saúde Pública no país (Wille et al., 2013). A frequência da 

doença varia em função da região geográfica, das características do paciente 

e das práticas hospitalares (Pfaller et al., 2019). Mais de 30 espécies já foram 

relacionadas à candidemia, contudo, apenas 5 são responsáveis pela extensa 

maioria (>92%) dos casos, sendo estas: C. albicans, C. parapsilosis, C. 

tropicalis, C. glabrata e C. krusei (Fu et al., 2017). A espécie C. albicans sensu 

stricto (ss) é responsável por mais de 50% das infecções, contudo, desponta 

o aumento de incidência de espécies não-C. albicans, em todo mundo (Lovero 

et al., 2016). Um exemplo é C. glabrata ss, comum na América do Norte e em 

países da Europa, que é apontada como um possível agente etiológico 

emergente no Brasil (Moretti et al., 2013; Pascualotto et al., 2008). Na África 

do Sul e Ásia também é evidenciado um grande número de casos de infecções 

por não-C. albicans (Kreuscssh e Karstaedt, 2013; Tan et al., 2015).  
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Algumas condições médicas subjacentes já foram descritas para os 

casos de candidemia. Infecções por C. glabrata ss e C. krusei estão 

relacionadas a transplantados de medula-óssea, C. tropicalis a pacientes 

neutropênicos e C. parapsilosis ao uso de cateteres, a recém-nascidos e às 

infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) (Pfaller e Castanheira, 

2016). 

Há escassez de dados sobre etiologia e perfil de sensibilidade das 

espécies causadoras de candidemia em nosso país, associada à pouca 

quantidade de estudos que empregaram técnicas moleculares para 

determinação exata das espécies, dentro de seus complexos. Assim, estudos 

que visem determinar, com exatidão, os agentes causais e eficácia in vitro de 

fármacos antifúngicos frente a esses agentes são importantes para manejo 

clínico e controle desse importante quadro. 

 

 

1.1 Espécies crípticas  

 

As espécies de Candida, em regra, não se diferenciam muito 

estruturalmente, sendo difícil seu diagnóstico na rotina laboratorial por simples 

análise morfológica; logo, as provas fenotípicas com base em microscopia, 

devem ser complementadas com provas bioquímicas de assimilação, e 

principalmente, ensaios moleculares do DNA para determinação correta das 

espécies (Xavier et al., 2013).  

A identificação acurada da etiologia da candidemia atende à demanda 

dos casos infectados e, também, representa subsídio importante para estudos 

epidemiológicos sobre distribuição das espécies em determinado período e 

local. As análises moleculares permitem discriminar espécies, cujos fenótipos 

são muito semelhantes ou idênticos. Estas espécies também apresentam 

diferentes perfis de sensibilidade a antifúngicos, sendo a sua discriminação 

importante para a clínica (Wickes e Wiederhold, 2018) 



16 
 

O complexo C. albicans é representado pelas espécies: C. albicans 

ss, que é a mais amplamente estudada; C. dubliniensis, descrita por Sullivan  

et al. (1995), comum em infecções de candidíase oral (Turner e Butler, 2014) 

e uma terceira espécie, C. africana, extremamente rara, descrita em 1995  

como uma variação de C. albicans  sensu stricto (ss),  mas com incapacidade 

de formar clamidósporos (Romeo e Criseo, 2008). 

Tavanti et al. (2005; 2007), analisando fenótipos de C. parapsilosis, 

verificaram polimorfismos e diferenças moleculares entre cepas dessa 

espécie, as quais foram, então, divididas em 3 grupos e, posteriormente, 

classificadas em 3 espécies distintas, dentro de um complexo, contendo: C. 

parapsilosis ss segunda espécie mais frequente de candidemia em vários 

países da America Latina, C. orthopsilosis e C. metapsilosis. Estas espécies 

possuem alterações genéticas que as tornam menos sensíveis aos 

antifúngicos da classe das equinocandinas, especialmente, C. parapsilosis ss 

(Castanheira et al., 2017).  

A espécie C. glabrata ss tem reduzida sensibilidade ao fluconazol 

(FCZ) e outros azóis e algumas raras cepas podem apresentam resistência a 

equinocandinas (Katiyar et al., 2012). Possui duas espécies crípticas: C. 

nivariensis e C. bracarensis (Alcoba-florez et al., 2005; Correia et al., 2006), 

com prevalência desconhecida, possivelmente, abaixo de 1% (Lockhart et al., 

2009).  

Cendejas-Bueno et al. (2012) confirmaram o complexo C. haemulonii 

formado pelas espécies C. haemulonii ss (grupo I), C. duobushaemulonii 

(grupo II) e uma variaçao denominada C. haemulonii var. vulnera. Mais duas 

especies menos descritas como parte do complexo podem ser agentes 

causadoras de candidemia, sendo elas: C. vulturna e C. pseudohaemulonii 

(Sugita et al., 2006; Sipizki e Tap et al., 2016). Apesar de alguns protocolos 

de Reação em cadeia da polimerase, Polimerase chain reaction - PCR serem 

propostos para a diferenciação de algumas espécies crípticas, as do 

complexo C. haemulonii, até o momento, só podem ser bem distinguidas por 

matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry-

MALDI-TOF MS ou sequenciamento (Granfell et al., 2016). Essa condição 
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dificulta, ainda mais a sua identificação, pois são técnicas não acessíveis para 

a maioria dos laboratórios do Brasil. Além do que, as cepas desse complexo 

costumam exibir multirresistência a antifúngicos (anfotericina B e azóis) com 

grande variação nos perfis de sensibilidade entre as espécies (Ramos et al., 

2018; Kim et al., 2009).  

O complexo C. guilliermondii, ainda pouco estudado, é composto 

pelas espécies: C. guilliermondii ss (Meyerozyma guilliermondii), C. 

carphophila e C. fermentati (Meyerozyma caribbica) (Vaughan-Martini et al., 

2005). Estas espécies são conhecidas pelo seu uso na área de biotecnologia, 

mas representam a 6° espécie mais frequente em infecções invasivas e IRAS 

(De Marco et al., 2018; Taverna et al., 2019). Protocolos de identificação 

molecular estão publicados, sendo o teste padrão-ouro para sua identificação 

o sequenciamento, todavia MALDI-TOF MS é uma excelente ferramenta para 

identificação dessa espécie (Chao et al., 2014).  

 

 

1.1.2 Epidemiologia  

 

  As espécies de Candida possuem distribuição mundial e o perfil 

epidemiológico destas sofre sutil mudanças. C. albicans s.s ainda permanece 

como espécie mais frequentemente isolada (correspondendo a 38-70% do 

número de casos nos estudos), mas com tendências de redução, abrindo 

espaço para o aumento no número de casos por espécies crípticas e raras 

(Guinea et al., 2014). C. dubliniensis e C. africana pertencentes ao complexo 

C. albicans são raras, sendo esta última ainda não descrita no Brasil. C. 

dubliniensis foi uma das espécies crípticas mais em evidência no Brasil e 

continua sendo isolada com uma taxa aproximadamente de 1%-2% no total 

do número de casos no país e sua identificação pode ser feita através de 

técnicas moleculares mais baratas como PCR, utilizando-se primers 

específicos (Cleveland et al., 2012; Turner e Butler, 2014; Moretti et al., 2013; 

Romeo e Criseo, 2011).  
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  O complexo C. glabrata ocupa o segundo lugar em infecções invasivas 

nos Estados Unidos, todavia as espécies crípticas C. nivariensis e C. 

bracarensis são raras e seguem com prevalências abaixo de 1% (Bishop et 

al, 2008). C. glabrata ss é considerada uma espécie emergente na Europa, 

Ásia, América do Sul, bem como no Brasil onde sua prevalência é cerca de 

>10% em casos de candidemia (Moretti et al., 2013; Doi et al., 2016; Colombo 

et al., 2006; Nucci et al., 2013; Yang et al., 2017).  

  C. parapsilosis ss é uma das espécies mais comuns, juntamente C. 

tropicalis, em casos de candidemia e em infecções invasivas, incluindo 

neonatos, especialmente na América do Sul (Pfaller et al., 2019). C. 

metapsilosis e C. orthopsilosis do complexo C. parapsilosis são as espécies 

crípticas mais isoladas somando juntas uma prevalência de até 10% (Bonfietti 

et al., 2012). 

  As limitações ao acesso às técnicas moleculares dificultam a estimativa 

das espécies crípticas de Candida refletindo principalmente em fungos que 

necessitam de métodos mais avançados de identificação, a exemplo do  

complexo C. guilliermondii que é significativo no Brasil, com taxas que variam 

entre 1-5%, porém suas espécies crípticas permanecem com prevalência não 

definida (Hinrichsen et al., 2008; Colombo et al., 2013; Doi et al., 2016). 

  C. auris é uma espécie multirresistente até o momento ainda não 

isolada no Brasil e a sua semelhança morfológica a faz ser frequentemente 

confundida com as espécies do complexo C. haemulonii que agora são muito 

mais frequentemente isoladas devido a emergência da C. auris (Kathuria et 

al., 2015).  

 

 

 

1.2 Tratamento 

 

Para o tratamento inicial dos casos de candidemias é recomendado o 

uso de antifúngicos da classe das equinocandinas; porém o alto custo de 

alguns desses fármacos, faz com que antifúngicos azólicos sejam opções 
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alternativas, principalmente, em locais com poucos recursos (Pappas et al., 

2016).  

Os azóis são classificados de acordo com o tipo de heteroátomo, 

sendo os triazóis os mais amplamente usados na clínica, devido à segurança, 

disponibilidade oral e intravenosa. O modo de ação dessa classe de fármacos 

é a inibição da 14- α- demetilase, uma enzima dependente do citocromo p450, 

necessária para a conversão do lanosterol em ergosterol, tipo de colesterol 

presente na membrana das células fúngicas. Os triazóis de primeira geração 

são FCZ e itraconazol (ITZ). O FCZ é a o mais utilizado na maioria dos países, 

tanto como antifúngico de primeira escolha como em profilaxia. Já o ITZ não 

é indicado como terapia da candidemia. Em casos de resistência ao FCZ, 

como ocorre em C. krusei e C. glabrata ss, opta-se por um azol de segunda 

geração, o voriconazol (VCZ), que também possui boa biodisponibilidade e 

amplo espectro. (Maertens et al., 2004; Papas et al., 2016).    

A anfotericina B (AmB) é o fármaco usado em casos graves de 

infecções fúngicas. AmB pertence à classe dos polienos, com diversas 

ligações duplas conjugadas de carbono. AmB anela-se ao ergosterol, criando 

poros na membrana plasmática que permitem a perda e entrada de íons, 

induzindo à morte celular. AmB possui formulações lipídica, lipossomal e a 

desoxicolato. Todas são potentes e com amplo espectro, todavia a forma 

sódica tem alta nefrotoxicidade, tornando seu uso restrito e em vias de desuso 

em países desenvolvidos (Baginski et al., 2009; Papas et al., 2016). 

Equinocandinas formam a classe mais nova de antifúngicos, 

composta por: caspofungina (CAS), micafungina (MICA) e anidulafungina 

(ANF). Tem boa distribuição em tecidos e fluidos, com forte ação terapêutica. 

Equinocandinas agem na parede celular, interferindo na formação da 1,3 beta-

glucana, importante para a estruturação da parede celular fúngica; são assim 

consideradas uma opção de tratamento primordial, especialmente em casos 

de resistência a outros antifúngicos (Cannon et al., 2009; Papas et al., 2016). 
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1.3 Resistência aos antifúngicos 

 

A resistência fúngica é definida como a incapacidade de um fármaco 

em erradicar uma infecção. Pode ser dividida em resistência primária 

(intrínseca), quando ocorre naturalmente, e secundária (adquirida), que ocorre 

através da exposição prolongada a antifúngicos (Kanafani e Perfect, 2010).     

Resistência em alguns membros do gênero Candida, aos fármacos 

antifúngicos, é descrita no mundo todo, tornando o seu tratamento um desafio 

aos profissionais de saúde (Cleveland et al., 2012). Cepas de C. krusei são, 

intrinsecamente, resistentes ao FCZ e cepas de C. glabrata ss desenvolvem 

resistência a esse fármaco muito rapidamente após exposição (Menezes, 

Mendes e Cunha, 2009; Silva et al., 2015). 

Conhecer o perfil de sensibilidade antifúngica é primordial para 

orientação terapêutica, controle e elaboração de medidas profiláticas. Para 

isto são usados testes in vitro com fármacos, de modo a identificar cepas 

resistentes através da determinação da Concentração inibitória mínima, 

minimum inhibitory concentration (MIC). Atualmente, há métodos de 

referência para realização de tais provas como o desenvolvido pelo instituto 

norte americano Clinical Laboratories Standards Institute (CLSI) e o do comitê 

europeu European Committee for Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST), 

que teve como base o CLSI, normatizando técnicas laboratoriais e alguns 

breakpoints (pontos de corte) para separar cepas sensíveis das resistentes a 

determinados fármacos. Porém, alguns antifúngicos frente a algumas 

espécies ainda não possuem seus breakpoints definidos, dificultando a 

caracterização do perfil de sensibilidade antifúngica das cepas (Cuesta et al., 

2010). Para as espécies onde não há breakpoints definidos pode-se recorrer 

aos Pontos de corte epidemiológicos, Epidemiological Cutoff Values - ECV 

que classificam as cepas em wild type, aquelas onde nenhum mecanismo de 

mutação foi encontrado e non-wild type, aquelas cujos mecanismos de 

mutação foram encontrados. Ainda assim, há limitações para os ECVs, pois 

não podem ser usados para correlação clínica. Além disto, há espécies como 

as do complexo C. haemulonii que não possuem nem breakpoints nem ECVs, 
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dificultando mais ainda sua classificação em sensível ou resistente (Lockhart, 

Ghannoum e Alexander, 2017). 

A resistência aos azóis é mediada principalmente por quatro 

mecanismos, descritos em Candida spp, podendo em alguns casos serem 

encontrados mais de um mecanismo agindo juntos, sendo eles: a diminuição 

da concentração intracelular de antifúngicos por bombas de efluxo, 

codificadas principalmente pelos genes CDR e MDR. Esse mecanismo de 

resistência ocorre em C. albicans ss e é, também, um dos principais em cepas 

de C. glabrata ss. Outro mecanismo é a alteração da enzima-alvo dos 

fármacos azólicos, regulada por mutações no erg11, que ocorre em cepas de 

C. krusei. O aumento das enzimas alvo dos antifúngicos azólicos, também, é 

uma forma discreta de resistência a azóis. O desenvolvimento de 

mecanismos, regulados pelo erg3, que leva à substituição do ergosterol por 

outros componentes na membrana, fazem com que o antifúngico perca seu 

sítio de ligação natural e fique inativo (Berkow et al., 2015). 

Cepas resistentes à AmB são raras, na maioria das espécies, com 

exceção de cepas de C. lusitaniae, cepas do complexo C. haemulonii e cepas 

de C. guilliermondii, que podem apresentar altos valores de MIC. A resistência 

aos polienos tem relação com alterações na estrutura do ergosterol, a sua 

diminuição ou mascaramento na membrana das células (Shaughnessy, 

Lyman e Walsh, 2009) 

Estudos têm relatado casos, ainda que raros, de resistência às 

equinocandinas, especialmente em cepas dos complexos C. parapsilosis e C. 

glabrata (Cleveland et al., 2012; Castanheira et al., 2017). Esses casos ainda 

estão sendo investigados e a resistência está relacionada ao gene fks1 que 

codifica 1,3 beta-glucana da parede celular e fks2 em C. glabrata (Katiyar et 

al., 2012).  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar as espécies de Candida e determinar seu perfil de 

sensibilidade a antifúngicos de cepas provenientes de corrente sanguínea de 

pacientes internados em hospitais do estado de São Paulo. 

  

 

2.2  Objetivos Específicos 

 

 

● Identificar as espécies crípticas de 5 complexos de Candida em cepas 

sanguíneas mantidas em uma coleção de cultura, com utilização de 

ferramentas moleculares;  

 

● Comparar a frequência de espécies crípticas e demais espécies de 

Candida, envolvidas em casos de candidemia durante o período; 

 

● Avaliar a sensibilidade das cepas frente aos antifúngicos: fluconazol, 

voriconazol, caspofungina, micafungina, anidulafungina e anfotericina 

B. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Origem das cepas 

 

As cepas utilizadas no estudo são da coleção de culturas do Núcleo 

de Micologia do Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz, 

São Paulo, onde estavam armazenadas em leite desnatado sob temperatura 

de -20°C. Todas as cepas eram oriundas da rotina de hemoculturas para 

pacientes internados em hospitais do Estado de São Paulo. Cepas únicas de 

cada paciente foram selecionadas pelo período de entrada no Núcleo, 

compreendido entre janeiro de 2017 a dezembro de 2018.  

 

 

3.2 Confirmação dos fenótipos  

  

Os isolados, antes de serem incorporadas à micoteca, foram 

identificados, em gênero e complexo de espécie, através de métodos 

fenotípicos clássicos (Walsh, Larone e Hayden, 2018). Foram então 

descongelados e recuperados em ágar para avaliação de cor, pureza e 

viabilidade das células. Para tanto, uma suspensão de cada cepa, com 

turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, foi semeada por 

técnica de esgotamento da alça, na superfície de meio cromogênico 

(CHROMAgar Candida®, BD, EUA) distribuído em placas de Petri. As placas 

inoculadas foram incubadas a 35 ºC por 48 h a 96 h e, após incubação, 

observou-se a coloração adquirida pelas colônias. Confirmou-se que as 

colônias do complexo C. albicans adquiriram coloração esverdeada, as do 

complexo C. glabrata a cor rósea clara e brilhante, as dos fenótipos de C. 

haemulonii a coloração rósea e aspecto brilhante, as colônias do complexo C. 

parapsilosis a cor bege ou rósea, C. tropicalis a cor azul e C. krusei a cor rósea 

clara e aspecto seco.  Para controle o desempenho do ágar cromogênico foi 

utilizado cepas padrão da American Type Culture Collection (ATCC), C. 
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albicans (ATCC 90028), C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 

6258). 

Outras técnicas complementares foram utilizadas em todas as cepas 

de espécie não-C. albicans, como métodos auxanográficos e análise 

morfológica em ágar fubá.  

 

 
 

Figura 1. Exemplo de colônias de espécies de Candida em CHROMAgar Candida® para 
identificação presuntiva de complexo de espécies e verificação de pureza 

 

    

3.3 Identificação molecular das cepas de complexos de espécies 

 

3.3.1 Análise do DNA das cepas 

 

Foram utilizados métodos moleculares dos mais simples aos 

complexos para a determinação das espécies crípticas. Para os complexos 

que possuíam protocolos de identificação bem estabelecidos para PCR, PCR-

RFLP e PCR multiplex como os complexos C. albicans, C. parapsilosis e C. 

glabrata optou-se por estas técnicas, consecutivamente. Para os complexos 

C. haemulonii and C. guilliermondii, que exigem obrigatoriamente o uso de 

técnicas mais avançadas, optou-se pelo uso do MALDI-TOF MS.   

Para PCR e PCR-RFLP as extrações de DNAs foram realizadas, 

manualmente, segundo Green e Sambrook (2012). Algumas colônias de 

leveduras de 24h a 48h, de crescimento em ágar Sabouraud, foram removidas 
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com alça descartável, para um microtubo tipo Eppendorf contendo 1 mL de 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 50 mM.  

Os microtubos foram centrifugados em microcentrífuga a 10.000 rpm 

por 15’. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foi adicionado 1 mL 

de EDTA 50 mM. Este processo de lavagem foi repetido até que o 

sobrenadante ficasse límpido. Na última lavagem foi deixado o sedimento que 

foi ressuspenso em 200 μL de EDTA 50 mM e adicionado de 40 μL da enzima 

de Trichoderma harzianum para a sensibilização da parede celular. A 

suspensão foi, então, incubada em banho maria a 37 ºC por 2h à 3h.  

Após incubação o microtubo foi centrifugado por 5’ e, posteriormente, 

o sobrenadante foi desprezado. Ao produto obtido foi adicionado 300μL de 

tampão de lise. Após homogeneização utilizando vortex, o material foi 

incubado em banho maria a 50 ºC por 2h, com agitação em vortex a cada 30’. 

O material foi, então, centrifugado por 5’ e o sobrenadante foi retirado para 

outro microtubo. Ao sobrenadante foram adicionados 300 μL de clorofórmio 

(24:1 clorofórmio/ isopropanol) para promover a precipitação das proteínas. 

Após centrifugação por 15’, houve a formação de três fases. A fase aquosa 

(parte superior) foi retirada para outro microtubo adicionando-se 300 μL de 

isopropanol para promover a precipitação do DNA. O material foi centrifugado 

por 10’ a 10.000 rpm e o sobrenadante foi desprezado. Ao sedimento foram 

adicionados 300 μL de etanol a 70%. Após centrifugação por 10’ a 10.000 

rpm, o sobrenadante foi desprezado. Após secagem do sedimento contendo 

DNA, o mesmo foi ressuspenso com 50 μL de H20 com RNAse e mantido 

freezer a -20ºC até sua utilização.  

Para determinação da concentração e verificação da pureza do DNA 

foi utilizado equipamento NanoDrop 1000. Para verificar se houve extração, 

as amostras de DNA genômico foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose (2%) e as bandas resultantes foram coradas com brometo de etídio.  

Para a diferenciação do complexo C. albicans e as espécies crípticas: 

C. dubliniensis e C. albicans ss, foi realizada PCR utilizando par de primer: 

CR-f 5′- GCTACCACTTCAGAATCATCATC-3′ e CR-r 5′ 

GCACCTTCAGTCGTAGAGACG-3′, nas seguintes condições de 
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amplificação: desnaturação inicial 95ºC por 5’ seguido de 30 ciclos: 

desnaturação 94 ºC por 45”, anelamento 58 ºC por 40”, extensão 72 ºC por 

55” e extensão final 72 ºC por 10’ (Romeo e Criseo, 2008). Cepas-padrão 

oriundas da coleção holandesa de referência Centraalbureau voor 

Sshimmelcultures (CBS), como C. dubliniensis (CBS 9768) e C. albicans 

(ATCC 90028) foram utilizadas como controle positivo. Para o controle 

negativo usou-se apenas mistura de água e master mix. 

Para diferenciação entre C. parapsilosis ss, C. metapsilosis e C. 

orthopsilosis foi utilizada técnica de PCR-RFLP, segundo Tavanti et al. (2005). 

Para PCR-RFLP foi amplificado o fragmento SADH, utilizando-se par de 

primer S1F: 5’ GTTGATGCTGTTGGATTGT-3’ e S1R: 5’- 

CAATGCCAAATCTCCCAA-3’, nas seguintes condições: desnaturação inicial 

de 94 ºC por 2’, 30 ciclos de 94 ºC por 1’; 50 ºC por 1’; 72 ºC por 1’ e extensão 

final de 10’ a 72 ºC. Os produtos do PCR foram digeridos com enzima de 

restrição BanI, em tampão específico da enzima por 90’. Após amplificação, 

os produtos do PCR-RFLP foram diluídos em tampão de amostra (30% 

glicerol; 0,25% xilenocianol; 0,25% azul de bromofenol) e aplicadas em gel 

(2%) de agarose em Tris/Borato/EDTA (TBE) contendo 0,5 mg/L de brometo 

de etídio. As amostras foram submetidas à eletroforese, em sistema horizontal 

contendo TBE, durante 50 minutos a 100 V e 400 A. Os géis foram observados 

em transiluminador sob a luz ultravioleta. Para o controle positivo: C. 

parapsilosis ss (ATCC 22019), C. metapsilosis ATCC 96144 e C. orthopsilosis 

ATCC 96141. 

Para diferenciação de C. glabrata ss, C. nivariensis e C. bracarensis, 

primeiramente, foi realizada PCR com par de primer específico para C. 

glabrata CGL1: 5’-TTA TCA CAC GAC TCG ACA CT-3’ e CGL2: 5’-CCC ACA 

TAC TGA TAT GGC CTA CAA-3’, nas seguintes condições de amplificação: 

desnaturação inicial de 94 ºC por 5’, 40 ciclos de 94 ºC por 30”; 58 ºC por 30”; 

72 ºC por 30” e extensão final de 10’ a 72 ºC (Luo e Mitchell, 2002). As cepas 

que não apresentaram bandas foram submetidas a PCR multiplex com os 

primers senso NIV-f (5'- AGGGAGGAGTTTGTATCTTTCAAC-3' e senso 

BRA-f 5'- GGGACGGTAAGTCTCCCG-3') e antissenso universal UNI- 5.8S 
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(5' -ACCAGAGGGCGCAATGTG- 3'), nas seguintes condições de 

amplificação: desnaturação inicial de 94 ºC por 5’, 34 ciclos de 94 ºC por 30”; 

60 ºC por 40”; 72 ºC por 50” e extensão final de 10’ a 72ºC (Romeo et al., 

2009).  

 

 

3.3.2 Análise proteômica 

 

As cepas do complexo C. haemulonii e C. guilliermondii foram 

analisadas através do MALDI-TOF MS, seguindo a metodologia Bruker. O 

procedimento de extração com etanol-ácido fórmico foi seguido de acordo 

com o protocolo do fabricante para identificação de isolados de leveduras. Os 

espectros foram analisados usando o software Flex Control 3.1 (Bruker 

Daltonics, Inc., Billerica, MA, EUA) e o MALDI Biotyper OC versão 3.1 (Bruker 

Daltonics, Bremen, Alemanha). Os valores dos escores foram analisados de 

acordo com as recomendações do fabricante: um escore ≥2 indicava 

confiança no nível da espécie, 1,7 a 1,99 indicava confiança no nível do 

gênero e <1,7 indicava nenhuma identificação (Kathuria et al., 2015). 

 

 

3.4 Teste de sensibilidade a antifúngicos  

 

A sensibilidade das leveduras foi determinada in vitro, pelo método de 

microdiluição em caldo segundo método CLSI descrito nos documentos M27-

Ed4 (CSLI, 2017). Os resultados dos testes foram expressos em MIC. O meio 

de cultura usado na prova foi o RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, EUA), sem 

bicarbonato de sódio e com L-glutamina. Utilizaram-se os antifúngicos: AmB 

(SIGMA, St. Louis, EUA), FCZ (Pfizer Laboratories), VCZ, MCF, ANF e CAS.  

A solução-mãe de FCZ na concentração de 5120 µg/mL foi preparada 

em água destilada e os demais antifúngicos na concentração de 1600 µg/mL 

em DMSO (dimetilsulfóxido de sódio). As soluções de uso, para serem 
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colocadas nas placas de microtitulação foram preparadas de modo que as 

concentrações finais dos antifúngicos, após a adição do inóculo de levedura, 

foram de 64 µg/mL a 0,12 µg/mL para FCZ e de 8 µg/mL a 0,015 µg/mL para 

os demais. Cada antifúngico foi distribuído em alíquotas de 100 μL, em uma 

placa de microtitulação, desde a coluna 2 até a 11, correspondendo cada 

coluna a uma concentração. As placas foram congeladas à temperatura de -

70 °C até o momento do uso, por período máximo de 6 meses. 

Para os testes, um inóculo de cada cepa foi preparado como 

suspensão salina em concentração de 1 a 5 x 106 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 2 últimas 

fileiras destinadas às cepas-padrão, C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei 

(ATCC 6258), para controle interno de qualidade do teste. O controle de 

esterilidade do meio de cultura foi realizado na coluna 1, constituído apenas 

de meio RPMI, sem antifúngico e sem inóculo. O controle de crescimento, ou 

controle positivo, foi colocado na coluna 12, sendo preparado com 100 μL de 

RPMI e 100 μL de inóculo de cada cepa. As placas foram, então, tampadas e 

incubadas a 35°C, em estufa bacteriológica. A leitura de turbidez, resultante 

do crescimento das cepas, foi realizada em 24 h (Figura 2). O ponto de leitura 

que indica o MIC foi o que permitiu inibição de 50% ou mais (inhibition 

concentration ou IC50) do crescimento de cada cepa, em relação ao seu 

controle positivo. Para AmB o ponto de leitura foi o que inibiu 100% (IC100) 

do crescimento de cada cepa. 

Os breakpoints usados foram os estabelecidos pelo CLSI no 

documento M60 (CSLI, 2017) os cutoff epidemiológicos adotados no estudo 

foram àqueles recomendados pelo CLSI no documento M59 (CSLI, 2017) e 

por Pfaller e Diekema, (2012). 

 

   

 

 

 



29 
 

   

 

Figura 2. Placas de microtitulação e meio RPMI-1640, dentro de cabine de segurança 
biológica, para testes de sensibilidade a fármacos antifúngicos de cepas de Candida isoladas 
de corrente sanguínea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

4.RESULTADOS 

 

Foram incluídas nesse estudo 144 cepas provenientes de 22 

hospitais, majoritariamente públicos (95,4%; 21/22), dentre eles: 11 (50%; 

11/22) hospitais gerais, 9 (40,9%; 9/22) hospitais escola e 1 (4,5%; 1/22) 

hospital especializado em doenças infecciosas. Além disso, 1 (4,5%; 1/22) 

hospital era filantrópico de administração público-privada. As cepas 

originaram-se de 14 municípios localizados no Estado de São Paulo, 

distribuídos nas seguintes regiões: metropolitana (50%; 7/14), interior (35,8%; 

5/14), litoral (7,1%; 1/14) e capital (7,1%; 1/14) (Figura 4).     

As cepas de C. albicans ss foram encontradas em todos os   hospitais 

classificados: hospital especializado (44%; 22/50), hospitais gerais (38%; 

19/50), hospitais escola (8/50; 16%) e hospital filantrópico (2%; 1/50). As 

cepas de C. dubliniensis apenas foram encontradas apenas no hospital 

especializado.  

Já as cepas de C. parapsilosis ss foram oriundas de: hospitais escolas 

(51%; 24/47), hospitais gerais (40%; 19/47) e hospital especializado (9%; 

4/47). As Cepas de C. orthopsilosis foram provenientes de: hospitais escolas 

(75%; 3/4) e hospital geral (25%; 1/4). Bem como amostras de C. metapsilosis: 

hospital escola (50%; 1/2) e hospital geral (50%; 1/2).  

Cepas do C. glabrata ss foram encontradas em hospitais gerais (50%; 

7/14), hospitais escola (33%; 5/14) e hospital especializado (17%; 2;14). As 

cepas de C. haemulonii ss e C. duobushaemulonii foram unicamente 

relacionadas a hospitais escolas. Já C. haemulonii var vulnera foi isolada de 

hospitais gerais (75%; 2/3) e hospital especializado (25%; 1/3).  

As duas cepas de Candida guilliermondii ss foram provenientes de um 

hospital escola (50%; 1/2) e um hospital geral (50%; 1/2). As cepas de C. 

tropicalis foram provenientes de hospitais gerais (72%; 15/21), especializado 

(24%; 5/21) e escola (4%; 1/21). Ademais, cepas de C. krusei foram 

unicamente advindas de hospital especializado, bem como as cepas únicas 

de C. kefyr e C. pelliculosa foram encontradas em hospital geral e hospital 

escola, respectivamente.    
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Figura 3. Distribuição de 144 cepas de Candida, por categoria de hospital de origem no 

Estado de São Paulo, entre os anos de 2017-2018 
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2% 



32 
 

 

Figura 3 cont.  Distribuição de 144 cepas de Candida, por categoria de hospital de origem 
no Estado de São Paulo, entre os anos de 2017-2018 
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Figura 4. Municípios dos hospitais de origem de 144 cepas de Candida em casos de candidemia, 
Estado de São Paulo (2017-2018) 
 
*As informações sobre a localização geográfica foram obtidas através do Instituto de 

Geografia e estatística (IBGE, 2019) e do Plano de Desenvolvimento Integrado (PDUI, 2019).   

 

Dentre as 144 cepas de candidemia, 121 (84,02%) eram pertencentes 

a 5 complexos de espécies com predomínio do complexo C. parapsilosis 

(36,8%; 53/144), complexo C. albicans (29,1%; 42/144), complexo  C. glabrata 

(9,7%; 14/144), seguido do complexo C. haemulonii (4,2%; 6/144) e complexo 

C. guilliermondii (1,4%; 2/144) (Tabela 1).  

As demais espécies do gênero Candida, obtidas de hemoculturas no 

mesmo período, foram: C. tropicalis (14,6%; 21/144), C. krusei (2,8 %; 4/144), 

C. kefyr (0,7%; 1/144) e C. pelliculosa (0,7%; 1/144) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Distribuição de complexos e espécies de Candida de corrente 
sanguínea, segundo ano de isolamento em 22 hospitais no estado de São 
Paulo, 
 

ESPÉCIES 2017 2018 TOTAL N (%) 

Complexo C. parapsilosis 36 17 53 (36,8%) 

Complexo C. albicans  27 15 42 (29,1%) 

C. tropicalis 11 10 21 (14,6%) 

Complexo C. glabrata 9 5 14 (9,7%) 

Complexo C. haemulonii 3 3 6 (4,2%) 

C. krusei 1 3 4 (2,8%) 

Complexo C. guilliermondii 1 1 2 (1,4%) 

C. kefyr 0 1 1 (0,7%) 

C. pelliculosa 1 0 1 (0,7%) 

TOTAL 89 55 144 (100%) 

 

 
 

Dentre as 42 cepas (29,1%; 42/144) identificadas fenotipicamente 

como pertencentes ao complexo C. albicans, através da PCR, 40 (27,7%; 

40/144) foram confirmadas como C. albicans ss e 2 (1,4%; 2/144) como C. 

dubliniensis (Tabela 2).   

As análises de PCR-RFLP das 52 cepas (36,8%; 52/144) do complexo 

C. parapsilosis confirmaram 47 (32,6%; 47/144) como C. parapsilosis ss, 4 

(2,7%; 4/144) cepas como C. orthopsilosis e 2 (1,4%; 2/144) cepas como C. 

metapsilosis (Tabela 2). 

A espécie C. glabrata ss (9,7%; 14/144) foi a única espécie 

representante de seu complexo, de igual forma C. guilliermondii ss (1,4%; 

2/144) (Tabela 2).  

As 6 cepas (4,2%; 6/144) do complexo C. haemulonii, através do     

MALDI-TOF foram discriminadas e confirmadas como sendo 2 (1,4%; 2/144)       

C. haemulonii ss, 3 (2,1%; 3/144) C. haemulonii var. vulnera e 1 ( 0,7%; 1/144) 

como C. duobushaemulonii (Tabela 2). 

 

  



35 
 

Tabela 2. Distribuição de espécies de 144 cepas de corrente sanguínea, obtidas 
de 22 hospitais, estado de São Paulo, Brasil, 2017-2018. 

ESPÉCIES ANO DE 
ISOLAMENTO 

TOTAL              

2017 2018 

C. parapsilosis ss 33 14 47 (32,6%)  

C. orthopsilosis 2 2 4 (2,8%)  

C. metapsilosis 1 1 2 (1,4%)  

    

C. albicans ss 25 15 40 (27,7%)  

C. dubliniensis 2 0 2 (1,4%)  

    

C. tropicalis 11 10 21 (14,6%)  
    
C. glabrata ss 9 5 14 (9,7%)  
    
C. haemulonii ss 0 2 2 (1,4%)  
C. haemulonii var. vulnera 3 0 3 (2,1%) 
C. duobushaemulonii 0 1 1 (0,7%) 
    
C. krusei 1 3  4 (2,8%)  

    

C. guilliermondii ss 1 1     2 (1,4%) 

    

Candida kefyr  0 1 1 (0,7%) 

    

Candida pelliculosa  1 0 1 (0,7%)  

    

TOTAL 89 55 144 (100%) 

 

 

Figura 5. Gel de agarose dos produtos de PCR amplificados, para diferenciação das espécies 
C. albicans (C.A) e C. dubliniensis (C.D). Cepas controle positivo (+) das duas espécies; 
controle negativo (C-) e peso molecular com 100 pares de bases (P.M) 
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Figura 6. Gel de agarose dos produtos de PCR-RFLP amplificados para diferenciação das 
espécies C. parapsilosis ss (C.P), C. orthopsilosis (C.O) e C. metapsilosis (C.M). Cepas 
controle positivo (+) das 3 espécies; controle negativo (C-) e peso molecular com 100 pares 
de bases (PM) 

 

Os testes de sensibilidade antifúngica frente a 6 antifúngicos 

totalizaram 1.728 experimentos, além dos testes com cepas-padrão.   

A distribuição dos MICs por espécie está apresentada na Tabela 3. A 

relação numérica e valores de MIC para cada cepa, individualmente, estão 

relatadas no Apêndice 1. Os valores de Média geométrica (MG), moda, MIC50, 

MIC90 e intervalo das espécies estão contidos na Tabela 4. Os gráficos com a 

distribuição dos MICs de algumas espécies estão nos gráficos 1, 2, 3 e 4. 

Segundo os breakpoints adotados, foram encontradas 3 cepas de C. 

parapsilosis resistentes ao FCZ. Os valores de MIC50 e intervalos foram de 

0,5 e 0,12->64 µg/mL, 0,03 e <0,015-0,5 µg/mL para o VCZ, 0,5 e < 0,015-2 

µg/mL para AmB, 0,12 e <0,015-0,25 µg/mL para CAS, 0,25 e <0,015-2 µg/mL 

para MICA, 0,5 e <0,015-2 µg/mL para ANF, respectivamente.  

Para as espécies crípticas C. orthopsilosis e C. metapsilosis o 

intervalo de MICs das duas espécies juntas foram de: 0,5-2 µg/mL para FCZ, 

<0,015-0,03 µg/mL para VCZ, 0,06-1 µg/mL para AmB, <0,015-0,25 µg/mL 

para CAS, <0,015-0,5 µg/mL para MICA, 0,015-0,25 µg/mL para ANF.  

 
Não foram encontradas cepas resistentes de C. albicans ss. Os 

valores de MIC50 e intervalos foram respectivamente de 0,25 e 0,12-2 µg/mL 

para FCZ, <0,015 e <0,015-0,12 µg/mL para VCZ, 1 e 0,03-1 µg/mL para AmB, 
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0,12 e <0,015-0,12 µg/mL para CAS, <0,015 e <0,015-0,5 µg/mL  para MICA 

e <0,015 e <0,015-0,03 µg/mL  para ANF.  

Para C. dubliniensis os MICs situaram-se em intervalos de               

<0,015-0,03 µg/mL para FCZ, 0,5-1 µg/mL para VCZ, 0,12-0,25 µg/mL para 

CAS e valores de <0,015 µg/mL para MICA e ANF, respectivamente. 

Uma cepa de C. tropicalis apresentou resistência cruzada ao FCZ 

(>64𝜇g/mL) e VCZ (8𝜇g/mL). Os valores de MIC50 e intervalo foram 

respectivamente, 1 e 0,12->64 µg/mL para FCZ, 0,06 e <0,015-8 µg/mL para 

VCZ, 1 e 0,25–1 µg/mL para AmB, 0,12 e 0,03-0,25 µg/mL para CAS, 0,03 e 

<0,015-0,25 µg/mL para MICA e <0,015 µg/mL para ANF.  

Três cepa de C. glabrata ss apresentou resistência cruzada aos 

fármacos FCZ e VCZ e 4 (28.57%) foram non-wild type ao VCZ (0,5-4 µg/mL). 

Para essa espécie o MIC50 e os intervalos de MIC foram, respectivamente, de: 

32 e 4->64 µg/mL para FCZ, 0,06 e <0,015-4 µg/mL para VCZ, 1 e 0,25-1 

µg/mL para AmB, 0,12 e 0,12-0,25 µg/mL para CAS, MICs de 0,015 µg/mL 

para MICA e 0,015 e 0,015-0.06 µg/mL para ANF. 

Uma cepa de C. krusei foi resistente ao VCZ (8𝜇g/mL). Os valores da 

média geométrica (MG) e intervalo foram: 0,41 e <0,015–8 µg/mL para VCZ, 

0,70 e 0,5–1µg/mL para AmB, 0,24 e 0,12-0,5 µg/mL para CAS, 0,06 e 

0,06µg/mL para MICA e 0,01 e <0,015-0,03 µg/mL para ANF.  

Uma cepa da espécie C. guilliermondii ss foi non-wild type para ambos 

FCZ (>64 𝜇g/mL) e VCZ (4 𝜇g/mL). Intervalos de 2- >64 𝜇g/mL para FCZ, 0,25-

4 𝜇g/mL para VCZ, 0,03-0,25 𝜇g/mL para AmB, 0,12𝜇g/mL para CAS, 0,06-0,5 

𝜇g/mL para MICA e 0,5 𝜇g/mL para ANF foram observados. 

   As 3 cepas (100%) da espécie C. haemulonii var. vulnera 

apresentaram altos MICs para FCZ, com média e intervalo de 21,33 e 16-

32 𝜇g/mL , para os demais antifúngicos foram encontrados valores de 0,08 e 

0,06-0,12 𝜇g/mL para VCZ, 0,5 e 0,25-1 𝜇g/mL para AmB, 0,16 e 0,06 – 

0,12 𝜇g/mL para CAS, 0,1 e 0,06-0,12 𝜇g/mL para MICA, 0,02 e 

0,015 𝜇g/mL para ANF. Para as cepas de C. haemulonii ss apresenta-se 

intervalos de 0,5-4 𝜇g/mL para FCZ, 0,015 𝜇g/mL para VCZ, 0,25-1 𝜇g/mL 



38 
 

para AmB, 0,12 𝜇g/mL para CAS, 0,015-0,06 𝜇g/mL para MICA e 0,015 𝜇g/mL 

para ANF.  

 A cepa de C. duobushaemulonii, única da sua espécie, apresentou 

altos MICs para FCZ (>64 𝜇g/mL) e AmB (8 𝜇g/mL). Uma cepa de C. 

dubliniensis (50%) foi non-wild type para CAS (0,25 𝜇g/mL) e a única cepa de 

C. kefyr foi non-wild type para ambos VCZ (0,5 𝜇g/mL) e CAS (0,12 𝜇g/mL). 
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Tabela 3. Distribuição de valores de concentração inibitória mínima (MIC) de 6 
fármacos antifúngicos frente a 142 cepas sanguíneas de Candida, segundo espécie 
ou complexo, estado de São Paulo, 2017-2018 
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Tabela 3. Cont. 
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Tabela 3. Cont. 
 

 
Números em vermelhos ressaltam cepas com altos MICs 

 * áreas acinzentadas indicam valores acima de ECVs estabelecidos pelo CLSI documento M59 (CSLI, 2016).               

** áreas acinzentadas indicam valores para cepas non-wild type (Pfaller e Diekema, 2012).   - Não testado 
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Tabela 4. Síntese da sensibilidade de 144 cepas de Candida, isoladas de corrente 
sanguínea, provenientes de 18 hospitais, 2017-2018, São Paulo, Brasil 
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Tabela 4. Cont. 
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Tabela 4. Cont. 
 

 
* Não determinado, pelo baixo número de cepas no grupo. 
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Gráfico 1. Concentração inibitória mínima (MIC em ug/mL) de 6 antifúngicos frente a 47 cepas 
de corrente sanguínea de C. parapsilosis ss. FCZ, fluconazol; VCZ, voriconazol; AmB, 
anfotericina B; CAS, caspofungina; MICA, micafungina; ANF, anidulafungina      

 

 

Gráfico 2. Concentração inibitória mínima (MIC, em ug/mL) de 6 antifúngicos frente a 40 
cepas de corrente sanguínea de C. albicans ss. FCZ, fluconazol; VCZ, voriconazol; AmB, 
anfotericina B; CAS, caspofungina; MICA, micafungina; ANF, anidulafungina  
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Gráfico 3. Concentração inibitória mínima (MIC em ug/mL) de 6 antifúngicos frente a 21 cepas 
de corrente sanguínea de Candida tropicalis. FCZ, fluconazol; VCZ, voriconazol; AmB, 
anfotericina B; CAS, caspofungina; MICA, micafungina; ANF, anidulafungina 

 

 

Gráfico 4. Concentração inibitória mínima (MIC em ug/mL) de 6 antifúngicos frente a 14 cepas 
de corrente sanguínea de C. glabrata ss. FCZ, fluconazol; VCZ, voriconazol; AmB, 
anfotericina B; CAS, caspofungina; MICA, micafungina; ANF, anidulafungina  
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5. DISCUSSÃO 
  

  O número de infecções invasivas causadas por Candida que incluem a 

candidemia aumentam bem como os relatos de cepas resistentes a azóis. 

Apesar destas infecções estarem intimamente ligadas aos cuidados de saúde 

e condições higiênicas sanitárias dos hospitais a candidemia é um desafio à 

saúde pública ao redor do mundo e em países economicamente distintos 

devido as reduzidas opções terapêuticas, a baixa sensibilidade das 

hemoculturas, a demora no diagnóstico e ao acometimento de pacientes nos 

extremos da idade (neonatos e idosos) (Kaur e Chakrabarti, 2019).   

  O conhecimento epidemiológico é importante para a formação de 

estratégias das equipes hospitalares como também para a compreensão da 

distribuição geográfica das espécies. Sabe-se que existem diferenças na 

frequência das espécies de acordo com a categoria do hospital (Colombo et 

al., 2013). Neste estudo a maior parte das cepas foi proveniente de hospitais 

gerais públicos e, em hospitais escola onde se encontra atendimentos 

especializados e provavelmente, dados mais bem trabalhados. Nada obstante 

relatou-se que a implantação de programas de vigilância em infecções de 

corrente sanguínea, nos centros de saúde, diminui os gastos financeiros bem 

com impacta na sobrevida do paciente (Pfaller e Castanheira, 2016; Bassetti 

et al., 2013).  

Foram selecionadas cepas de 22 hospitais, a maioria deles localizada 

na região metropolitana de São Paulo que possui hospitais de referência 

nacional. Apesar da quantidade de instituições aqui descrita, só no estado de 

São Paulo existem ao todo 881 hospitais gerais e especializados (Bittar, 

Mendes e Magalhães, 2011). Os maiores estudos do Brasil abarcam, 

respectivamente, 11 e 16 centros médicos no Brasil (Colombo et al., 2006; Doi 

et al., 2016), contribuindo de forma significativa para a compreensão da 

candidemia no Brasil, porém diante a extensão geográfica do país, é difícil 

estipular a real prevalência das espécies envolvidas na infecção. Outros 

fatores também obstruem estes dados, como o atraso no diagnóstico, a 

subnotificação e a baixa sensibilidade da hemocultura, que induzem a uma 
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parcela da população infectada sequer ter acesso ao diagnóstico de fungemia 

(Clancy e Nguyen, 2013).  

C. parapsilosis ss foi à espécie mais frequente (31,9%), ao contrário 

da C. albicans ss (27,8%). Esta inversão de valores já foi descrita em outros 

estudos no país (Santos et al., 2014; Hinrichsen et al., 2008) e pode estar 

associada ao fato de que a maioria das cepas é proveniente de hospitais 

públicos onde está espécie é encontrada com frequência (Colombo et al., 

2013). O Brasil e a própria América Latina são descritos como regiões com 

altas frequências de C. parapsilosis ss (Pfaller et al., 2019; Nucci et al., 2013).   

Encontrou-se frequência de 2,8% para C. orthopsilosis e 1,4% para 

C. metapsilosis, somando 4,2%, taxa semelhante à encontrada por outros 

autores no Brasil e Portugal (Thomaz et al., 2018; Faria-Ramos et al., 2014). 

As outras espécies crípticas do complexo C. parapsilosis são, de fato, dentre 

as espécies raras, as que têm mais relatos na literatura e juntas apresentam 

prevalência <10%, dentro do complexo (Bonfietti et al., 2012). Em estudos 

sobre patogenicidade, C. metapsilosis é descrita como a espécie menos 

virulenta e C. parapsilosis ss a espécie mais importante clinicamente, dentro 

do complexo (Bertini et al., 2013; Ruiz, 2013; Orsi, Colombari e Blasi, 2010).  

C. albicans ss, como demonstrado neste estudo (27,7%) foi à 

segunda espécie mais, frequentemente, encontrada em infecções invasivas. 

Uma grande limitação de estudos no Brasil é a ausência de técnicas 

moleculares nas metodologias empregadas para identificar as espécies 

crípticas em infecções invasivas por Candida, de modo a dificultar 

comparação de resultados entre os distintos estudos. Apesar de vários 

estudos evidenciarem tendência ao crescimento de casos devido a espécies 

não-C. albicans (Oliveira et al., 2014; Camargo et al., 2010; Santos et al., 

2014), dificilmente, alguma outra espécie, isoladamente, supera a frequência 

de C. albicans ss. Todavia, um discreto aumento de cepas de outras espécies 

emergentes podem indicar mudanças na epidemiologia, em distintas regiões 

do planeta (Lovero et al., 2016; Ko et al., 2018; Colombo et al., 2013).  

Raros estudos no Brasil apontam a prevalência de C. dubliniensis, 

espécie críptica do complexo C. albicans, em isolados sanguíneos. Neste 
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estudo a frequência dessa espécie (1,4%) é semelhante àquela observada 

em Portugal (1,3%) (Faria-Ramos et al., 2014) e Chile de 1,46% (Ministério de 

la Salud, 2017). No Brasil, o estudo de Moretti et al. (2013) apontou frequência 

menor (0,3%) da mesma. Todos os resultados indicam pouca ocorrência de 

C. dubliniensis como agente de candidemia. A espécie é, comumente, 

descrita em infecções de orofaringe e tem importância como agente resistente 

ao FCZ em casos tratados com o fármaco (Diekema et al., 2009 e Butler, 

2014).  

A frequência de 9,7% para C. glabrata ss se assemelha àquela citada 

em outros estudos no país (Doi et al., 2016; Colombo et al., 2013; Mattos et 

al., 2017; Marra et al., 2011). Um estudo recente de Canela et al. (2018) 

mostrou altíssima e incomum prevalência (19%) de C. glabrata ss em um 

hospital universitário do estado de São Paulo.  Em um hospital público 

universitário de Campinas (SP), Moretti et al. (2013), além de encontrarem 

alta frequência (11,2%), observaram tendência no aumento dessa espécie ao 

longo dos anos. Colombo et al. (2013) cita esta espécie como emergente no 

país, especialmente, em hospitais privados, fato importante, pois C. glabrata 

ss pode apresentar resistência e alta mortalidade em pacientes críticos. Com 

altas prevalências no EUA, C. glabrata ss também tem aumentado em número 

de casos na Europa e Ásia (Kakeya et al., 2018; Guinea et al., 2014). Relatos 

da emergência dessa espécie ocorreram, nos últimos anos, na Ásia, 

especialmente, Korea e Japão (Ko et al., 2018; Kakeya et al., 2018). Estudo 

de Lindberg et al. (2019), na Suécia, C. glabrata ss apresentou frequência de 

15% e foi a 2° espécie mais frequente em candidemia. Estes autores citam 

que as novas ferramentas moleculares possam representar uma das causas 

da diminuição da C. albicans ss e aumento de outras espécies, como a C. 

glabrata ss, pois possuem alto poder discriminatório, antes não obtido com 

métodos fenotípicos.  

As espécies do complexo C. haemulonii não são, em regra, 

discriminadas nos estudos de pacientes com candidíase. Parte disto está 

relacionada à necessidade de métodos moleculares, como sequenciamento 

de regiões D1/D2, internal transcribed spacer (ITS) e MALDI-TOF MS, para 
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identificação precisa de seus membros (Grenfell et al., 2016). Constatou-se 

frequência (4,2%) muito superior à verificada (0,3%) no estudo brasileiro de 

De Almeida Jr. et al. (2016), que analisaram cepas provenientes de vários 

sítios de infecção, além do sanguíneo. Tan et al. (2015), na Ásia, 

apresentaram resultados de frequência de 0,4% para C. haemulonii ss. O 

programa internacional de monitoramento de antifúngicos Antifungal 

Surveillance Program (SENTRY) concluiu, recentemente, prevalência global 

baixíssima de 0,04% (Pfaller et al., 2019).  

Tentando explicar a grande diferença numérica de frequência 

verificada nas poucas publicações e a obtida neste estudo, há que se ressaltar 

que, o Instituto Adolfo Lutz é o laboratório central de referência (LACEN) em 

diagnóstico laboratorial, para todo o estado de São Paulo, contudo o envio de 

cepas não é compulsório. Sendo assim, as cepas do complexo C. haemulonii 

podem ter sido enviadas com maior assiduidade em relação às outras 

espécies, justamente, por dificuldades na sua identificação. Além disso, há 

grande preocupação envolvendo este complexo, pois tem potencial para 

multirresistência a antifúngicos e, portanto, as cepas devem ser muito bem 

identificadas. Soma-se a todos esses aspectos, o fato de C. auris, espécie de 

grande interesse hospitalar pela resistência a fármacos, capacidade de 

ocasionar surtos e alta contaminação ambiental, poder facilmente ser 

confundida com as espécies do complexo C. haemulonii (Ramos et al., 2015). 

Todos esses fatos induzem à maior motivação para envio de cepas ao 

LACEN. Não obstante, a ocorrência do complexo C. haemulonii como 

causador de infecções de corrente sanguínea no estado de São Paulo.     

Infecções causadas pelo complexo C. haemulonii na América do Sul 

são mais frequentemente encontradas em casos de candidemia 

diferentemente de estudos na Ásia e Estados Unidos onde está associada a 

casos de infeções de pele e infeções não invasivas (Frías-De-León, 2019; 

Gade et al., 2020). Isto pode estar associado às condições hospitalares 

diferentes nos hospitais na América do Sul ou casos de infeções fúngicas não 

invasivas serem subnotificadas (Gade et al., 2020).       
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Para o complexo C. guilliermondii, foi encontrada frequência (2%) 

similar às observadas em estudos brasileiros, como 1,5% (Braga et al., 2018) 

e 2% (Colombo et al., 2013), 1,3% (Moretti et al., 2013). Entre as mais altas 

frequências no país está a de Oliveira et al., (2014) em 4,8%, que avaliaram 

pacientes pediátricos e a de Hinrichsen et al., (2008) em 5%, porém, este com 

um número reduzido de cepas (n=21). O maior estudo da América Latina 

revelou prevalência de 6,5% de C. guilliermondii ss no continente, onde 

Honduras teve os mais altos e surpreendentes índices (20,7%). Neste mesmo 

estudo os autores apontam a prevalência de 1,6% no Brasil, segundo Nucci 

et al., 2013. A prevalência do complexo C. guilliermondii em outras regiões 

pode ser avaliada em alguns estudos, como: 5% na Itália (Lovero et al., 2016), 

1,7% na Espanha (Guinea, et al., 2014), cerca de1% nos EUA (Zhang et al., 

2019; Diekema et al., 2009), 2,2% em um estudo que abrange toda a Ásia 

(Tan et al., 2015). Estes últimos estudos, apresentam números semelhantes 

ao verificado neste estudo. C. guilliermondii ss possui mortalidade e virulência 

menores e comparadas às observadas em infecções por C. albicans ss; 

porém, diferente desta espécie C. guilliermondii ss pode exibir resistência a 

azóis e à AmB (Marcos-Zambrano et al., 2017).  

A prevalência da C. tropicalis varia entre menor de 10% (Kakeya et 

al., 2018; Faria-Ramos et al., 2014) até maior de 20% (Yang et al., 2017; Tan 

et al., 2015). Logo, a frequência encontrada nesse estudo (14,6%) está dentro 

da normalidade, onde na América do Sul é descrita como 3° espécie mais 

encontrada em casos de candidemia (Nucci et al., 2013). Todavia, na Ásia C. 

tropicalis dispara como importante agente de infeções, podendo ocupar a 

posição de 1 lugar causando infeções em pacientes com diversas 

características e não apenas em pacientes não neutropênicos ou com 

doenças subjacentes como é comumente associada em outros países (kaur 

e Chakrabarti, 2019; Oberoi et al., 2012). 

 A distribuição de C. krusei (2.8%) é semelhante a outros estudos bem 

como C. pelliculosa (0,7%) e C. kefyr (0,7%) usualmente abaixo de 1% 

(Lindberg et al., 2019; Xiao et al., 2020; Siri et al., 2017; Ko et al., 2019).  
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Testes de sensibilidade foram realizados com 6 fármacos de uso 

clínico, que demonstraram, em geral, boa atividade antifúngica frente ao 

conjunto de 144 cepas. Nenhuma cepa resistente à AmB ou às 

equinocandinas foi encontrada, com exceção de uma cepa C. dubliniensis 

resistente à caspofungina.  A resistência à caspofungina é rara e os dados 

deste estudo corroboram com dados de estudos realizados nos Estados 

Unidos da América (EUA) (Cleveland et al., 2012), Espanha (Guinea et al., 

2014), Ásia (Tsai et al., 2018) e os de um estudo mundial (Castanheira et al., 

2017).     

Raras cepas resistentes, non-wild type ou com altos MICs ao FCZ foi 

encontrada, sendo que destas, 3 foram C. parapsilosis  (MIC90 de 

0,25 𝜇 𝜇g/mL, intervalo de 0,12->64 𝜇 𝜇g/mL) com 2,1% de resistência ao 

FCZ. A taxa de resistência ao FCZ em C. parapsilosis ss, se comparada aos 

poucos estudos anteriores realizados no Brasil, é semelhante a 2,5% descrita 

por Wille et al., (2013) ou superior a 0,6% observada por Colombo et al., 

(2006). Taxas de resistência ao FCZ parecem ser baixas no Chile (<1%) 

(Ministerio de la Salud, 2017). As taxas de resistência no Brasil são inferiores 

às observadas na Turquia (9,4%) (Hilmioğlu-Polat et al., 2018), Espanha (5%) 

(Puig-Asensio et al., 2014) e Portugal (4%) (Faria-Ramos et al., 2014).  

As demais espécies crípticas do complexo, C. orthopsilosis e C. 

metapsilosis, foram sensíveis ao FCZ e demais antifúngicos, e esse perfil 

corrobora achados de outros autores (Yang et al., 2017; Guinea et al., 2014).  

Como previsto, nenhuma cepa de C. albicans ss foi resistente ao FCZ, 

bem como aos outros antifúngicos avaliados. Como já citado na literatura, a 

taxa geral de resistência desta espécie, incluindo ao FCZ, é muito baixa, 

especialmente no Brasil (Da Matta et al., 2007; Nucci et al., 2013). Cepas de 

C. dubliniensis também foram sensíveis ao FCZ, apesar de relatos na 

literatura, que descrevem altos MICs para esta espécie, muitos estão 

relacionados à candidíase orofaríngea e ao uso de FCZ via oral e pacientes 

HIV positivos (Aslani et al., 2018) 

Para a maioria dos isolados do complexo C. haemulonii (4/6; 66,6%) 

foram encontrados altos valores de MICs (>64𝜇g/mL) de FCZ, em 
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conformidade a outros estudos (De Almeida Jr. et al., 2016; Hou et al., 2016). 

Frente a AmB as cepas foram mais sensíveis comparados às da pesquisa 

realizada no Brasil por De Almeida Jr et al., (2016), com intervalo de (0,25-8 

𝜇g/mL), onde apenas uma cepa apresentou alto MIC para AmB de 8 𝜇g/mL. 

Esse mesmo estudo e outro de Hou e colaboradores (2016) menciona C. 

duobushaemulonii como a espécie do complexo menos sensível a AmB. Esse 

dado corrobora com o presente estudo onde os maiores MICs para AmB 

(8 𝜇g/mL) e FCZ (>64𝜇g/mL) foram encontrados na especie C. 

duobushaemulonii, todavia o baixo número de cepas não permite conclusões. 

C. haemulonii var vulnera teve maiores MICs para FCZ comparado a C. 

haemulonii ss. A classificação taxonômica do complexo C. haemulonii ainda 

é discutida. Gade et al., (2020) não encontraram variações genéticas 

significativas que justifiquem a separação da C. haemulonii e C. haemulonii 

var vulnera em espécies distintas. Há divergências entre micologistas sobre a 

importância dos estudos das espécies crípticas (Wickles e Wiederhold, 2018). 

Sendo assim, é necessário avaliar cada complexo individualmente, 

analisando a virulência e o comportamento frente aos antifúngicos para 

determinar quais espécies crípticas, se diferenciadas, impactam no manejo e 

rotina clínica. Indiscutivelmente, o complexo C. haemulonii exige a 

identificação a nível molecular devido à diversidade na sensibilidade 

antifúngica e semelhança com C. auris, espécie multirresistente e emergente 

(Kathuria et al., 2015).   

 A espécie C. guilliermondii ss é reconhecida por sua multirresistência 

e de fato, altos MICs para FCZ (2–>6 𝜇g/mL) foram evidenciados, de forma 

semelhante ao já relatado previamente (Pfaller et al., 2019). Além disso, MICs 

acima dos cutoff epidemiológicos, tanto para FCZ quanto para VCZ, foram 

observados frente uma (1/3; 33,3%) cepa, classificando-a como non-wild type 

para ambos os triazóis.  O estudo de Marco Zambrano et al., (2017) descreveu 

menor taxa (10%) de cepas non wild-type no complexo. Interessante que a 

maioria das cepas deste estudo foi sensível ao FCZ, desafiando o conceito de 

que esta espécie é refratária pela facilidade de adquirir resistência após 

exposição ao fármaco.      
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Reforçando esses dados encontram-se outros na literatura sobre 

baixos índices de resistência ao FCZ em C. glabrata ss, no Brasil e América 

Latina (Da Matta et al., 2007; Colombo et al., 2013). Altos MICs de FCZ estão 

relacionados à superexpressão de bombas de e-fluxo, muito observada em 

cepas de C. glabrata ss e/ou à ocorrência de mutações no gene erg11, 

fenômeno também presente em C. albicans ss. Estes dois mecanismos são 

descritos também em C. parapsilosis ss, assim como, mutações no erg6 

(Whaley et al., 2017).  

Alta taxa de non-wild type ao VCZ (4/14; 28,57%) foram encontrados 

entre as espécies de C. glabrata ss. Valores diversos de tal ocorrência são 

encontradas em estudos no Brasil, como  25% (Motta et al., 2010), 4,5% (Da 

Matta et al., 2007) e 0% (Colombo et al., 2006). Estudo mais recente na 

Austrália encontrou taxa de 9,8% de non-wild type (Chapman et al., 2017) e 

0% no Chile (Santolaya et al., 2019). Estes são dados são relevantes, pois o 

VRC é um dos antifúngicos cogitados para o tratamento de infecções de C. 

glabrata ss, tendo em vista que esta espécie já é considerada resistente ao 

FCZ. Ainda assim, a ausência de breakpoints impossibilita a associação dos 

valores de MIC e o sucesso terapêutico. Os ECVs indicam cepas que 

desenvolveram mecanismos de resistência, ainda sim, nem toda resistência 

é expressa in vivo e impacta no curso clínico. Logo, a identificação de ECVs 

tem como função alertar a comunidade médica de cepas possivelmente 

refratárias ao tratamento, para que, se possível e necessário, seja feita a 

escolha de um fármaco diferente para o tratamento (Lockhart, Ghannoum e 

Alexander, 2017)   

Notável foi o encontro de 3 (3/14; 21,4%) cepas de C. glabrata ss que 

manifestara altos MICs para FCZ e VCZ, reforçando a relevância da 

identificação correta dessa espécie para tratamento empírico com triazóis.  

Resistência cruzada entre FCZ e VCZ também foi observada para 

uma (1/21; 4,8%) cepa de C. tropicalis. Esta espécie configura uma das 3 

espécies emergentes em resistência a azóis, juntamente a C. parapsilosis ss 

e C. glabrata ss (Pfaller et al., 2016). Os achados de C. tropicalis resistente 
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ao FCZ são cada vez menos raros (Xiao et al., 2020; Cuenca-Estrella et al., 

2011; Bassett et al., 2013i).  

Fato interessante o achado de uma (1/4; 25%) cepa de C. krusei com 

resistência ao VCZ, sugerindo menor opção terapêutica para infecção por 

essa cepa.  

C. kefyr é um raro agente causador de candidemia (>1%) e o isolado 

em nosso estudo era non-wild type para VCZ e CAS. Outros estudos não 

apenas evidenciou um ligeiro crescimento, como também um rápido aumento 

de MICs para equinocandinas, especialmente caspofungina, sugerindo o 

monitoramento dessa espécie (Fekkar et al., 2013; Dufresne et al., 2014). 

O Centers for Disease Control and Prevention - CDC enquadrou as 

espécies resistentes de Candida na lista de “Serious Threats”, com mais de 

30.000 casos de resistência ao FCZ e 1.700 mortes nos Estados Unidos em 

2019. C. auris foi o primeiro fungo a entrar na lista de fungos urgentes do CDC 

sendo um dos 5 microrganismos nesta lista (CDC, 2019). O monitoramento 

de casos provocados por C. auris também influenciou o aumento do registro 

de casos do complexo C. haemulonii. 

 Uma discussão divide micologistas, infectologistas e profissionais de 

saúde em dois grupos: aqueles que apoiam o diagnóstico das espécies 

crípticas e aqueles que apoiam que estas espécies devam ser diagnósticas 

apenas a nível de complexo dentro da rotina clínica (Wickes e Wiederhold, 

2018). Este estudo demonstrou que as espécies crípticas ainda são minoria 

diante ao número total de casos e a descriminação destas deve levar em conta 

a virulência, epidemiologia e sensibilidade antifúngica dos complexos, 

especialmente em países em desenvolvimento como o Brasil onde apenas 

~20% dos centros de saúde tem acesso ao diagnóstico molecular (Falci, 

Pasqualotto, 2019). As espécies do complexo C. haemulonii por apresentarem 

uma distinta variedade no perfil de sensibilidade antifúngica, potencial de 

multirresistência e proximidade com C. auris necessitam, sem dúvidas, ser 

distinguidas a nível molecular na rotina clínica. Espécies crípticas de C. 

guilliermondii e C. glabrata são raramente descritas (>1%) e as de C. 

parapsilosis possuem menor virulência in vitro, logo o diagnóstico liberado 
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como “complexo C. parapsilosis” junto a um teste de sensibilidade antifúngica 

possa ser suficiente para nortear a terapia com antifúngicos. Evidente que 

estas decisões são tomadas de acordo com a realidade de cada região, 

acesso a ferramentas moleculares e sustentadas por estudos que descrevam 

a distribuição das espécies.  

 

 

6. COSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Diante do exposto, o estudo mostrou a distribuição de espécies 

crípticas, isoladas de corrente sanguínea de casos atendidos em hospitais do 

estado de São Paulo no período de 24 meses, entre 2017 e 2018.  

Os resultados enfatizam a variedade de agentes e a relevância de 

espécies não-C. albicans em candidemia, com destaque para algumas 

espécies emergentes. Importante ressaltar que os distintos agentes de 

candidemia apresentam variados perfis de sensibilidade aos fármacos usados 

na prática clínica e consideráveis números de cepas mostram-se resistentes 

a um ou mais fármacos. Os dados valorizam a necessidade de identificação 

molecular das cepas de importância clínica na rotina laboratorial, bem como, 

a determinação do seu espectro de resistência, não apenas como subsídio de 

orientação terapêutica, mas também como ferramenta de monitoramento da 

tendência na resistência antifúngica ao longo do tempo em determinada 

região, como ação de vigilância epidemiológica. 
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7. CONCLUSÕES 

 

• A maioria das cepas de candidemia, em hospitais do estado de São 

Paulo durante período de 2 anos (2017-2018), pertence a um dos 

5 principais complexos de espécies, com predomínio do complexo 

C. parapsilosis, seguido de complexo C. albicans  e, em menor 

frequência, espécies dos complexos  C. glabrata, C. haemulonii  e 

C. guilliermondii.  

 

• Cepas predominantes de C. albicans ss e raras de C. dubliniensis 

foram encontradas no respectivo complexo e, no seu complexo, C. 

parapsilosis ss superou C. orthopsilosis e C. metapsilosis, como 

esperado e condizente com dados de literatura mundial. Somente 

C. glabrata ss foi verificada dentro do complexo, assim como, C. 

guilliermondii ss reiterando a raridade da existência, em cepas 

sanguíneas, de outras espécies crípticas relacionadas. A 

frequência de cepas do complexo C. haemulonii foi alta e 

surpreendente, com representantes de 3 das 4 espécies descritas:   

C. haemulonii ss, C. haemulonii var. vulnera e C. 

duobushaemulonii. Outras espécies, não agrupadas em complexos 

dentro do gênero Candida, foram também verificadas, sendo a 

maior parte de C. tropicalis e com menor frequência, C. krusei, C. 

kefyr e C. pelliculosa, em consonância com relatos da literatura. 

 

• Como previsto, não foram verificadas cepas resistentes à AmB ou 

às equinocandinas, com exceção de uma cepa de C. dubliniensis 

resistente à caspofungina. Para FCZ poucas cepas foram 

resistentes ou non-wild type e encontradas em C. parapsilosis ss. 

C. albicans ss, ainda que prevalente foi sensível ao FCZ, bem como 

aos outros antifúngicos avaliados, permitindo concluir pela 

indicação de tratamento empírico em infecções por esta espécie. 

As poucas cepas de C. dubliniensis, também foram sensíveis ao  
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• FCZ. De outro modo, para a maioria das cepas do complexo C. 

haemulonii foram encontrados altos valores de MIC de FCZ. Um 

alerta deve ser dado para infecções por C. duobushaemulonii que 

apresentou menor sensibilidade a duas classes de fármacos: 

polieno (Amb) e azólico (FCZ), merecendo mais estudos com 

cepas dessa espécie emergente. Ainda frente ao FCZ, C. 

haemulonii var vulnera foi mais resistente do que C. haemulonii ss, 

ressaltando também a importância de futuros estudos com maior 

número de cepas para confirmar a relevância clínica de tais 

achados. Para C. guilliermondii ss, confirmou-se a existência de 

cepas brasileiras multirresistentes e pouco sensíveis a vários 

fármacos azólicos. Cepas de C. glabrata ss mostraram-se pouco 

sensíveis a VRC, dado que pode ter impacto na terapêutica, desde 

que esse fármaco é indicado para tratamento de infecções de C. 

glabrata ss, tendo em vista que esta espécie já é considerada 

resistente ao FCZ. 
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APÊNDICE 1 

RESULTADOS DE TESTES DE SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA PARA 
CEPAS DE CANDIDA ISOLADAS DA CORRENTE SANGUÍNEA, 
PROVENIENTES DE 22 HOSPITAIS DE SÃO PAULO EM 2018 

ESPÉCIE N° FCZ VCZ AmB CAS MICA ANF 

C.P 01 0,5 0,015 1 0,015 0,5 0,5 

C.O 02 0,5 0,03 1 0,015 0,5 0,25 

C.A 03 0,25 0,03 1 0,03 0,015 0,015 

C.A 04 0,25 0,015 1 0,015 0,015 0,015 

C.A 05 0,5 0,06 1 0,015 0,015 0,015 

C.M 06 2 0,06 1 0,015 0,015 0,12 

C.A 07 0,25 0,015 0,5 0,12 0,015 0,015 

       C.G 08 32 0,015 1 0,12 0,015 0,015 

C.A 09 0,12 0,015 1     0,12     0,015 0,03 

C.G 10 4 0,03 1 0,12 0,015 0,015 

C.A 11 0,12 0,06 0,25    0,12 0,015      0,015 

C.A 12 0,5 0,015 1 0,12 0,015 0,015 

C.G 13 16 0,015 1 0,12 0,015 0,015 

C.A 14 0,12 0,015 1 0,12 0,015 0,015 

C.A 15 0,5 0,015 1 0,12 0,015 0,015 

C.P 16 0,12 0,015 1 0,5 0,5 0,25 

C.A 17 0,25 0,015 0,25     0,12     0,015       0,015     

C.P 18 1 0,015 0,03 0,012 0,12 0,012 

C.O 19 1 0,015 0,06 0,25 0,015 0,015 

C.P 20 2 0,015 0,015 0,12 0,015 0,03 

C.A 21 0,25 0,015 0,03    0,12 0,015 0,015 

C.P 22 2    0,06 0,25 0,5 0,015 0,06 

C.P 23 0,25 0,015 1 0,12 0,015 0,5 

C.P 24 1 0,03 1 1 0,5 1 

C.P 25 0,5 0,015 2 0,5 1 1 

C.P 26 0,25 0,06 1 0,5 1 0,5 

C.G 27 >64 0,015 1     0,12 0,015 0,015 

C.A 28 0,25 0,03 1     0,12 0,015 0,015 

C.P 29 0,25 0,015 0,5 0,25 0,12 0,12 

C.P 30 2 0,015 0,5 0,25 0,5 0,03 

C.P 31 2 0,03 0,5 0,12 0,06 0,12 

C.P 32 0,5 0,015 0,5 0,25 0,5 0,015 

C.GUI 33 >64    4     0,03 0,12 0,5 0,5 

C.P 34 1 0,015 0,03 0,5 0,5 1 

C.G 35 >64 0,015 1 0,12 0,015 0,03 

C.A 36 0,5 0,12   0,25 0,12      0,015 0,015 

 C.DU 37 >64 0,03 8 0,12  0,03 0,06 

C.H 38 4 0,015    0,25 0,12 0,015 0,015 

C.H 39 0,5 0,015 1 0,12 0,06 0,015 

C.T  40 0,12 0,015 0,5 0,12 0,03 0,015 

C.T 41 2 0,12 1 0,12 0,015 0,015 

C.T 42 0,12 0,015 1 0,03 0,03 0,015 

C.T 43 2 0,25 1 0,12 0,03 0,015 
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C.T 44 1 0,012 1 0,12 0,12 0,015 

C.T 45 0,25 0,06 1 0,12 0,03 0,015 

C.T 46 1 0,06 1 0,06 0,03 0,015 

C.T 47 0,12 0,015 0,25 0,03 0,015 0,015 

C.T 48 2 0,25 1 0,25 0,25 0,015 

C.T 49 0,25 0,03 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.K 50 - 0,25 1 0,12 0,06 0,015 

C.K 51 - 1 0,5 0,12 0,06 0,015 

C.K 52 - 0,015 0,5 0,25 0,06 0,015 

C.KE 53 0,5 0,03 1 0,12 0,06 0,03 

 

CONT. APÊNDICE 1 

RESULTADOS DE TESTES DE SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA PARA 
CEPAS DE CANDIDA ISOLADAS DA CORRENTE SANGUÍNEA, 
PROVENIENTES DE 22 HOSPITAIS DE SÃO PAULO EM 2017 

 

ESPÉCIE N° FCZ VCZ AmB CAS MICA ANF 

C.D 01 0,25 0,03 0,5 0,25 0,015 0,015 

C.P 02 1 0,015 0,12 0,25 0,25 0,5 

C.M 03 0,5 0,03 0,25 0,25 0,12 0,25 

C.A 04 0,12 0,03 0,25 0,12 0,015 0,015 

C.A 05 0,25 0,12 0,5 0,06 0,015 0,015 

C.A 06 0,12 0,03 0,25 0,12 0,015 0,015 

C.P 07 >64 0,12 0,25 0,5 0,25 0,5 

C.P 08 4 0,03 0,25 2 0,25 1 

C.P 09 1 0,015 0,12 0,5 0,25 0,015 

C.A 10 0,12 0,015 0,12 0,12 0.015 0,12 

C.P 11 0,5 0,06 1 0,015 0,5 0,015 

C.H.V 12 16 0,12 1 0,12 0,06 0,015 

C.A 13 0,25 0,015 0,25 0,12 0,015 0,015 

C.P 14 1 0,015 0,25 0,06 0,12 0,12 

C.A 15 0,25 0,015 0,12 0,12 0,015 0,015 

C.A 16 0,25 0,015 0,06 0,12 0,015 0,015 

C.A 17 2 0,06 0,25 0,12 0,015 0,015 

C.P 18 0,5 0,015 0,25 1 0,5 0,12 

C.A 19 0,12 0,015 0,25 0,03 0,015 0,015 

C.H.V 20 32 0,06 0,25 0,06 0,06 0,03 

C.P 21 0,5 0,015 0,25 0,25 0,25 0,03 

C.A 22 0,12 0,015 0,25 0,12 0,015 0,015 

C.P 23 0,5 0,015 0,03 0,5 0,25 0,5 

C.P 24 0,25 0,015 0,06 1 0,25 1 

C.G 25 32 0,5 0,25 0,12 0,015 0,03 

C.P 26 0,5 0,03 0,12 1 1 2 

C.P 27 0,5 0,015 0,06 0,5 0,015 0,015 

C.A 28 0,12 0,015 0,06 0,12 0,015 0,015 

C.P 29 32 0,5 0,25 0,12 0,06 0,015 
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C.P 30 0,5 0,25 0,5 0,12 0,5 1 

C.A 31 0,25 0,03 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.P 32 0,5 0,03 0,5 0,5 0,25 1 

C.H.V 33 16 0,06 1 0,12 0,12 0,015 

C.P 34 16 0,5 0,5 0,25 0,25 0,03 

C.A 35 0,25 0,015 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.P 36 2 0,015 0,5 0,12 0,015 0,5 

C.A 37 0,12 0,12 0,5 0,06 0,015 0,015 

C.GUI 38 2 0,25 0,25 0,12 0,06 0,5 

C.P 39 0,5 0,015 1 0,5 0,06 1 

C.D 40 0,12 0,015 0,06 0,12 0,015 0,015 

C.P 41 0,25 0,015 1 0,5 0,015 0,015 

C.A 42 0,5 0,015 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.A 43 0,25 0,015 0,5 0,06 0,015 0,015 

C.A 44 0,25 0,015 0,25 0,06 0,015 0,015 

C.P 45 0,5 0,015 0,5 0,25 1 2 

C.G 46 >64 0,25 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.G 47 16 0,25 0,5 0,25 0,015 0,015 

C.G 48 32 2 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.G 49 32 0,25 1 0,25 0,015 0,06 

C.G 50 32 0,12 1 0,12 0,015 0,015 

C.G 51 32 4 1 0,12 0,015 0,015 

C.A 52 2 0,06 1 0,12 0,015 0,015 

C.O 53 0,5 0,015 1 0,12 0,12 0,25 

C.A 54 0,25 0,03 1 0,06 0,015 0,015 
C.O 55 0,5 0,015 1 0,12 0,12 0,25 

C.A 56 0,5 0,12 1 0,06 0,015 0,015 

C.P 57 0,25 0,015 1 0,5 0,5 0,5 

C.A 58 1 0,12 1 0,015 0,015 0,015 

C.A 59 0,25 0,015 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.P 60 0,5 0,015 0,5 0,5 0,5 0,5 

C.A 61 0,25 0,015 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.P 62 1 0,015 1 0,25 0,25 0,5 

C.P 63 2 0,25 1 0,5 1 1 

C.P 64 1 0,25 1 0,25 2 2 

C.P 65 0,5 0,015 1 0,25 0,5 1 

C.A 66 0,5 0,015 0,25 0,12 0,015 0,015 

C.P 67 1 0,015 1 0,5 0,5 0,5 

C.G 68 16 2 1 0,12 0,015 0,015 

C.P 69 2 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 

C.P 70 4 0,25 1 0,5 0,5 2 

C.G 71 8 1 1 0,25 0,015 0,015 

C.P 72 1 0,12 1 0,12 0,5 0,5 

C.P 73 0,5 0,06 1 0,25 0,5 2 

C.P 74 0,5 0,015 1 0,25 0,5 1 

C.T 75 1 0,12 1 0,06 0,03 0,015 

C.T 76 0,5 0,06 0,5 0,12 0,015 0,015 

C.T 77 1 0,12 0,5 0,06 0,03 0,015 

C.T 78 1 0,12 1 0,06 0,03 0,015 

C.T 79 0,25 0,03 1 0,06 0,03 0,015 

C.T 80 1 0,12 1 0,06 0,03 0,015 
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C.T 81 0,5 0,03 1 0,12 0,015 0,015 

C.T 82 1 0,12 1 0,06 0,03 0,015 

C.T 83 0,5 0,06 0,5 0,12 0,06 0,015 

C.T 84 >64 8 1 0,06 0,03 0,015 

C.T 85 0,5 0,3 1 0,12 0,015 0,015 

C.K 86 - 8 1 0,5 0,06 0,015 

C.K 89 - 0,25 1 0,12 0,06 0,015 

C.K 88 - 1 0,5 0,12 0,06 0,015 

C.K 89 - 0,015 0,5 0,25 0,06 0,015 

C.KE 90 0,5 0,03 1 0,12 0,06 0,03 
C.PE 91 1 0,12 0,5 0,12 0,015 0,015 

 

*        C.A: C. albicans ss; C.D: C. dubliniensis; C.DU: C. duobushaemulonii; C.G: C. 

glabrata ss; C.GUI: C. guilliermondii ss; C.H: C. haemulonii ss; C.H.V: C. 

haemulonii var vulnera; C.K: C. krusei; C.KE: C. kefyr;  C.P: C. parapsilosis ss; 

C.M: C. metapsilosis; C.O: C. orthopsilosis; C.PE: C. pelliculosa; C.T: C. 

tropicalis. 
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APÊNDICE 2 

EPIDEMIOLOGICAL CUTOFF VALUES – ECVS, ADOTADOS NESSE 
ESTUDO PARA A CLASSIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES DE CANDIDA 

 

Espécies de Candida Antifúngico ECV (μg/mL)  

    

 

C. albicans stricto sensu  

C. parapsilosis stricto 

sensu 

C. glabrata stricto sensu  

C. tropicalis  

C. krusei 

C. metapsilosis 

 

 

 

Anfotericina B * 

 

 

 

2 

 

   

C.orthopsilosis Fluconazol ** 2 

 Voriconazol ** 0.06 

 Anfotericina B * 2 

 Caspofungina ** 0.5 

 Micafungina ** 1 

 Anidulafungina ** 2 

   

C. guilliermondii stricto 

sensu 

Fluconazol * 8 

 Voriconazol ** 0.25 

 Anfotericina B ** 2 

   

C. dubliniensis  Fluconazol * 0.5 

 Voriconazol ** 0.03 

 Anfotericina B * 2 

 Caspofungina ** 0.12 

 Micafungina * 0.12 

 Anidulafungina * 0.12 

   

C. kefyr  Fluconazol ** 1 

 Voriconazol ** 0.015 

 Caspofungina ** 0.03 

 Micafungina ** 0.12 

 Anidulafungina ** 0.25 

   

C. pelliculosa Fluconazol ** 4 

 Voriconazol * 0.25 

 Caspofungina * 0.06 

   

   

C. glabrata Voriconazol 0.25 

                                              * M59 (17) 

                                                                               ** Pfaller e Diekema, 2012 (18) 
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