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“Desde as origens, a humanidade conheceu a trágica experiência do 

mal e procurou encontrar as suas raízes e explicar-lhe as causas. O 

mal não é uma força anônima que age no mundo devido a 

mecanismos deterministas e impessoais. O mal passa através da 

liberdade humana. No centro do drama do mal e constantemente 

relacionado a ele está precisamente esta faculdade que distingue o 

homem dos demais seres vivos sobre a terra. O mal tem sempre um 

rosto e um nome: o rosto e o nome de homens e mulheres que o 

escolhem livremente. Visto nas suas componentes mais profundas, 

o mal é, em última análise, um trágico esquivar-se às exigências do 

amor. O bem moral, pelo contrário, nasce do amor, manifesta-se 

como amor e é orientado ao amor. O mal não se derrota com o mal: 

de fato, por aí, em vez de vencermos o mal, somos por ele 

derrotados. Quando o bem vence o mal, reina o amor, e onde reina o 

amor, reina a paz. A paz é o resultado de uma longa e árdua batalha, 

vencida quando o mal é derrotado com o bem. É uma batalha que se 

combate validamente somente com as armas do amor. A paz é um 

bem a ser promovido com o bem: é um bem para as pessoas, as 

famílias, as nações da terra e toda a humanidade; mas um bem que 

deve ser conservado e cultivado mediante opções e obras de bem.  

Nenhum homem, nenhuma mulher de boa vontade pode esquivar-se 

ao compromisso de lutar para vencer o mal com o bem”. 

 

Sua Santidade João Paulo II 

Homilia para a Celebração do Dia Mundial da Paz  

Cidade do Vaticano, 8 de dezembro de 2004. 
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Diz Fernando Pessoa: “O valor das coisas não está no tempo que 

elas duram, mas na intensidade com que elas acontecem. Por isso, 

existem momentos inesquecíveis, coisas inexplicáveis e pessoas 

incomparáveis”. 
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RESUMO 
 

Infecções invasivas são um problema crescente em hospitais terciários no Brasil e no 

mundo. Dentre os diversos agentes etiológicos encontrados no ambiente hospitalar, o gênero 

Candida tem sido o terceiro ou quarto patógeno mais isolado. De maneira geral, infecções fúngicas 

invasivas estão associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade, dificuldades de diagnóstico, 

resistência a antimicrobianos, extensão do tempo de internação e aumento dos custos hospitalares. 

O presente trabalho objetivou avaliar o desempenho de métodos fenotípicos e moleculares na 

identificação de espécies de Candida recuperadas de casos de infecção hospitalar e descrever 

seus perfis de susceptibilidade a drogas antifúngicas através de metodologias de referência e 

comerciais. Para tanto, 113 isolados clínicos (108 Candida spp., 2 Rhodotorula glutinis e 

1Trichosporon sp.)  de 100 pacientes hospitalizados no estado do Rio de Janeiro foram submetidos 

a provas em CHROMagar, do tubo germinativo e do clamidósporo, análises bioquímicas em 

aparelho VITEK e identificação molecular por multiplex-PCR. A susceptibilidade ao fluconazol, 

itraconazol e anfotericina B foi avaliada conjuntamente pelos métodos de difusão em ágar 

(CLSI/M44-A e CECON) e microdiluição em caldo (CLSI/M27-A2 e EUCAST/E.Dis.7.1) conforme os 

protocolos de referência do CLSI e EUCAST, bem como pelas instruções do fabricante do método 

comercial CECON. Com relação às características demográficas dos pacientes, 47% eram do sexo 

masculino e 37% do sexo feminino, a maioria se encontrava na faixa de 0-20 anos (33%) e as 

leucemias foram os principais processos de base (20%). Candida albicans (41,5%), C. parapsilosis 

(29,2%), C. guilliermondii (10,6%) e C. tropicalis (9,7%) foram as espécies mais isoladas, 

considerando a totalidade dos espécimens clínicos. Em cultura de sangue, C. albicans (38,4%) 

também foi preponderante. A identificação cromogênica mostrou 100% de sensibilidade e 

especificidade para C. albicans, C. tropicalis e C. krusei. As provas do tubo germinativo e do 

clamidósporo para identificação de C. albicans apresentaram 89,4% de sensibilidade e 100% de 

especificidade. Os testes bioquímicos permitiram a detecção correta e completa de 78,8% dos 

isolados. A multiplex-PCR identificou adequadamente todas as espécies para os quais primers 

tinham sido desenhados. Alta taxas (≥92,9%) de susceptibilidade aos 3 antifúngicos testados foram 

observadas em todas as metodologias empregadas. Resistência foi verificada apenas em C. krusei 

e Rhodotorula glutinis frente ao fluconazol. No entanto, concentrações inibitórias mínimas (CIM) 

mais elevadas foram, igualmente, encontradas em itraconazol. O cálculo do coeficiente de 

correlação intraclasse (CCI) demonstrou alta correlação (0,88-0,97) entre todos os métodos 

utilizados para avaliação das susceptibilidades aos antifúngicos. Os resultados apresentados 

demonstraram que C. albicans foi a espécie mais prevalente e também que, depois de C. albicans, 

C. glabrata, C. krusei e C. lambica foram as espécies menos susceptíveis aos antifúngicos azólicos. 

Além disto, o CHROMagar e a multiplex-PCR foram os mais efetivos na identificação preliminar e 

na identificação definitiva dos isolados clínicos, respectivamente. As metodologias de difusão em 

ágar e microdiluição em caldo foram também efetivas tanto na triagem quanto na confirmação das 

susceptibilidades. 
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ABSTRACT 

 
Invasive infections are a increasing problem in tertiary care hospital in the Brazil and  in the 

world.  The predominant etiologic agents in the nosocomial environment include the genus Candida 

that is the third ou fourth most common isolate. In generaly, invasive fungal infections  are 

associated with high morbidity and mortality, difficulties in the diagnosis, acquisition of resistance, 

prolonged hospital stay, and high hospitalar costs. The aim of the present work was to evaluate the 

performance of phenotypic and molecular methods in the identification of Candida spp. isolated from 

nosocomial infection cases as well as to describe their antifungal drug susceptibility profliles by 

reference and commercial methodologies. For this, 113 clinical isolates (108 Candida spp., 1 

Rhodotorula glutinis, 1 Trichosporon sp.) from 100 hospitalized patients in the Rio de Janeiro state 

were submmited to CHROMagar, germ tube and chlamydospore testing, biochemistry analysis in 

VITEK equipament, and molecular identification by multiplex-PCR. The susceptibility to fluconazole, 

itraconazol, and amphotericin B was evaluated by disk-diffusion method (CLSI/M44-A, CECON) and 

broth microdilution method (CLS/M27-A2, EUCAST/E.Dis.7.1.) according to the CLSI and EUCAST 

reference protocols and the manufacturer’s instructions, in case of CECON. Relatively of the 

demographic patient characteristics, 47% were male, 37% were female, the majority was between 0-

20 years (33%), and leukemias were the main base diseases (20%). Candida albicans (41,5%), C. 

parapsilosis (29,2%), C. guilliermondii (10,6%) e C. tropicalis (9,7%) were the most frequently 

isolated Candida species from all clinical specimens. In hemoculture C. albicans (38,4%) was 

prevalent. The chromogenic identification showed susceptibility and specificity of 100% to C. 

albicans, C. tropicalis, and C. krusei. The germ tube and chlamydospore formation to C. albicans 

identification presented sensibility of 89,4%  and specificity of 100%. The biochemistry tests were 

capable to correct and complete detection of 78% of the isolates. All Candida species could be 

accuracely identified by using the designed species-specific primers by multiplex-PCR analysis. High 

rates (≥92,9%) of susceptibility to 3 antifungal drug  tested were verified for all methodologies. 

Resistance was found only in C. krusei and Rhodotorula glutinis to fluconazole. However high 

minimum inhibitory concentrations (MIC) were found to itraconazole as well. The intraclass 

correlation coefficient (ICC) showed high correlation (0,88-0,97) between all methods used to 

antifungal susceptibility evaluation. The results demonstrated that C. albicans was the most  

predominant specie, and also that after C. albicans, C. glabrata, C. krusei and C. lambica were the 

less susceptibility to azoles drug. Besides this, CHROMagar and multiplex-PCR were more effective 

in the preliminar and definitive identification of clinical isolates, respectively. The disk-diffusion and 

broth microdilution methods were effective to screening and confirm the susceptibilities. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. LEGISLAÇÃO E VIGILÂNCIA SANITÁRIA DAS INFECÇÕES HOSPITALARES 

 

 No século XX, o advento dos antimicrobianos revolucionou o tratamento das 

doenças infecciosas, mas emergiu com o problema da resistência (FONTANA, 2006). 

Por serem locais de intenso uso de medicação antimicrobiana, naturalmente, os 

hospitais foram os primeiros a sofrerem com o surgimento de agentes resistentes 

(LEVY, 1998). Surtos de infecção por Streptococcus pyogenes resistentes à 

sulfonamida, Mycobacterium tuberculosis resistentes à estreptomicina e 

Staphylococcus aureus resistentes à penicilina foram observados em hospitais por todo 

o mundo na primeira metade do  século passado (CROFTON & MITCHISON, 1948; 

LACERDA, 2002; LEVY, 1982). Posteriormente, no terço final do referido século, uma 

gama de  microrganismos gram negativos e fúngicos resistentes vieram a substituir 

estes cocos gram positivos na prevalência das infecções hospitalares (SELWYN, 

1991). Para a comunidade científica internacional, prontamente, ficou claro que o 

fenômeno de resistência se tornara uma pandemia mundial de complexa resolução, o 

que estimulou e tem ainda estimulado a busca por medidas de controle e prevenção 

das infecções adquiridas durante a hospitalização (Grazebrook, 1986; SILVA, 2003). 

 Apesar do termo infecção hospitalar só ter sido empregado na literatura médica 

nacional a partir da década de 1970, desde os anos 50, acompanhando a tendência 

internacional,  que os textos  científicos relatam o problema da transmissão de infecção 

nos estabelecimentos de saúde do país (LACERDA, 2002). Respondendo a estas 

publicações e ao problema da pandemia hospitalar por S. aureus, a primeira comissão 

de controle de  infecção hospitalar do Brasil foi instalada em um hospital da cidade de 

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, em 1963, como uma iniciativa isolada. Na década de 

1970, ainda de forma isolada, alguns hospitais começaram a se preocupar com as 

infecções hospitalares, estabelecendo algumas medidas de prevenção e controle 

(SILVA & SANTOS, 2001). A partir da década de 1980, todavia, o assunto torna-se 

objeto de estudo e ações governamentais (SANTOS et al., 2005). 

De acordo com uma investigação realizada pelo Ministério da Saúde, em 1995, a 

infecção hospitalar acomete cerca de 15% dos pacientes hospitalizados no Brasil 

(PRADE et al., 1995). Este percentual, mesmo sendo semelhante aos encontrados em 

alguns países com alto nível tecnológico, está extremante distanciado da média 
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mundial de 8,7% definida pela Organização Mundial de Saúde – OMS (TIKHOMIROV, 

1987). Diante disso, e acompanhando a tendência internacional de controle da infecção 

hospitalar, as autoridades sanitárias brasileiras têm implementado esforços no sentido 

de criar diretrizes e normas de atuação sistematizadas.  

Um dos marcos no controle das infecções hospitalares no país foi a publicação 

da portaria no. 196 de 24 de junho de 1983 pelo Ministério da Saúde que continha, na 

forma de anexos, instruções para o controle e prevenção de infecção hospitalar. Essa 

portaria determinava a criação e a manutenção de Comissão de Controle de Infecção 

Hospitalar (CCIH) em todas as instituições de saúde, independentemente da classe 

mantenedora, bem como definia sua organização e competência. Orientações práticas 

para a coleta, análise e divulgação de dados, desenvolvimento de recursos humanos e 

materiais, reconhecimento e diagnóstico de infecções, classificação dos tipos de 

infecções e cirurgias e seleção de germicidas foram também ensejadas. A norma ainda 

conceituava a infecção hospitalar como: infecção adquirida após a internação do 

paciente e que se manifesta durante a internação, ou mesmo após a alta, quando 

puder ser relacionada com a hospitalização (BRASIL, 1983). 

Outro momento importante foi a criação da Comissão Nacional de Infecção 

Hospitalar (CNIH), em 1987, com representação de vários estados brasileiros e 

formada por diferentes profissionais de saúde, para a elaboração do Programa 

Nacional de Controle da Infecção Hospitalar (PNCIH). Em 1988, este programa foi 

oficializado no país e tem como finalidade precípua a coordenação da Política Nacional 

de Controle de Infecção Hospitalar. Entre outras metas, o PNCIH visa à implantação de 

CCIH em toda rede hospitalar pública e privada. Para a conscientização nesse sentido, 

o Governo Federal  instituiu, em 1990, o dia  15 de maio como sendo o Dia Nacional de 

Controle da Infecção Hospitalar  (ANVISA, 2004a; BRASIL, 1990a).  

A maior  profissionalização das práticas de controle de infecção hospitalar foi  

um dos objetivos da portaria no. 930 de 27 de agosto de 1992. Essa portaria substituiu 

a portaria  no. 196, mas reiterou a necessidade de implementação de um Programa de 

Controle de Infecção Hospitalar (PCIH) institucional. Em seu escopo, estavam a 

definição da estrutura de funcionamento e as áreas de competência da Comissão de 

Controle de Infecção Hospitalar (CCIH) e do recém criado Serviço de Controle de 

Infecção Hospitalar (SCIH). Além disso, detalharam-se os conceitos e critérios para o 

diagnóstico e os métodos de vigilância epidemiológica por meio de busca ativa de 

casos, bem como foram classificadas as cirurgias e estabelecidas normas para a 

limpeza, desinfecção, esterilização e antissepsia em estabelecimentos de saúde. Pela 
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portaria, o PCIH foi definido como: conjunto de ações desenvolvidas deliberada e 

sistematicamente com vistas à redução máxima possível da incidência e gravidade das 

infecções hospitalares  (ANVISA, 2004a; BRASIL, 1992).  

A edição da Lei Federal no. 9.431 de 06 de janeiro de 1997, que dispõe sobre a 

obrigatoriedade da manutenção de PCIH pelos hospitais de todo o país, foi mais uma 

importante iniciativa para a política nacional de infecção hospitalar (BRASIL, 1997). 

Como conseqüência dessa Lei, o Ministério da Saúde publicou a portaria no. 2.616 de 

12 de maio de 1998, que regula a prevenção e o controle das infecções no ambiente 

hospitalar, revogando a portaria 930. Nessa portaria, é reafirmado o conceito de 

infecção hospitalar: infecção adquirida após a admissão do paciente na unidade 

hospitalar e que se manifesta durante a internação, ou mesmo após a alta, quando 

puder ser relacionada com a internação ou procedimentos hospitalares. Além disto, 

ficam definidas a organização e a competência da CCIH dos hospitais e as áreas de 

abrangência das Coordenações de Controle de Infecção Hospitalar do Ministério da 

Saúde, dos estados e distrito federal e dos municípios. A portaria aborda ainda 

conceitos e critérios diagnóstico das infecções, fornece orientações sobre vigilância 

epidemiológica e seus indicadores e recomendações sobre lavagem das mãos, normas 

de limpeza, desinfecção e esterilização, emprego de germicidas, procedimentos em 

microbiologia, lavanderia e farmácia (BRASIL, 1998).  

A Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990, que dispõe sobre as condições para 

a promoção, proteção e recuperação da saúde, a organização e o funcionamento dos 

serviços correspondentes e cria o Sistema Único de Saúde (SUS), apesar de mais 

genérica, também se articula com a política de controle de infecção hospitalar, pois 

regula todas as ações e serviços de saúde executados no país, incluído às ações de 

vigilância sanitária e vigilância epidemiológica. Pela Lei, a vigilância sanitária é definida 

como: “conjunto de ações capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos à saúde e de 

intervir nos problemas sanitários decorrentes do meio ambiente, da produção e 

circulação de bens e da prestação de serviços de interesse da saúde”. Por sua vez, a 

vigilância epidemiológica é entendida como: “conjunto de ações que proporcionam o 

conhecimento, a detecção ou prevenção de qualquer mudança nos fatores 

determinantes ou condicionantes de saúde individual ou coletiva com a finalidade de 

reconhecer e adotar as medidas de prevenção e controle das doenças e agravos” 

(BRASIL, 1990c). Esses conceitos subsidiam o PNCIH, sendo uma das bases para a 

operacionalização de seus objetivos (ROSENFELD, 2004). 

A Lei no. 9.782 de 27 de janeiro de 1999, que dispõe sobre o Sistema Nacional 
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de Vigilância Sanitária e cria a Agência Nacional de Vigilância Sanitária [ANVISA] é 

outra Lei com grande interface com a problemática das infecções no ambiente 

hospitalar. Atualmente, o desenvolvimento e o fortalecimento de políticas voltadas para 

o controle e prevenção das infecções nos serviços de saúde no Brasil, por delegação, é 

de competência da ANVISA. Uma de suas primeiras ações no âmbito da prevenção e 

controle das infecções hospitalares foi a publicação da Resolução no. 48 de 02 de 

junho de 2000 que aprova o Roteiro de Inspeção do PCIH, estabelecendo a sistemática 

para a avaliação do cumprimento das ações do programa.  Outras ações importantes 

para o combate a essas infecções são a implantação do Sistema Nacional de 

Informação para o Controle da Infecção em Serviços de Saúde [SINAISS] e a formação 

da Rede de Monitoramento da Resistência Microbiana em Serviços de Saúde. Ambos 

os programas têm como objetivo precípuo auxiliar na identificação e acompanhamento 

das infecções, bem como contribuir para a priorização das ações de controle e 

organização das diretrizes e políticas nas esferas de gestão federal, estadual e 

municipal (ANVISA, 2004; BRASIL, 1999, 2000a). 

A Lei no. 8.078 de 11 de setembro de 1990, também conhecida como Código de 

Defesa do Consumidor (CDC), que dispõe sobre a proteção dos consumidores, mesmo 

não legislando  diretamente  sobre  as questões de infecção hospitalar, tem sido 

empregada  como um instrumento disciplinador. Isso tem sido possível porque o CDC 

tem como um de seus pilares de sustentação o conceito de vulnerabilidade do 

consumidor. Essa condição vulnerável fundamenta a regulação das relações produção-

consumo  para a proteção da parte mais frágil, que no âmbito do atendimento 

hospitalar, é representado pelos pacientes. Como a infecção hospitalar não é fato que 

goze de presunção legal de caso fortuito e imprevisível e tendo o hospital a 

responsabilidade de resguardar a incolumidade do paciente/consumidor em tudo que 

possa lhe trazer dano e ainda sendo a infecção hospitalar, a princípio, a negação do 

cumprimento deste dever que, no âmbito jurídico, equivale ao dever de 

responsabilidade de guarda, o Ministério Público tem se valido dessa Lei (Artigos  6 e 

14) e do Código Civil Brasileiro (Artigos 159 e 1538) para  promover a proteção da 

saúde dos cidadãos frente aos casos de infecção hospitalar (BRASIL, 1990b, 2002). 

Dentre todos os recursos utilizáveis para detecção e controle da infecção 

hospitalar, o laboratório de microbiologia clínica é preponderante. Classicamente, a 

maioria dos isolados é de origem bacteriana, mas impulsionados por diversos fatores 

de risco, os fungos passaram a uma posição de destaque no contexto das infecções 

hospitalares. A inclusão desses agentes no SENTRY Antimicrobial Surveillance 
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Program, um programa de vigilância epidemiológica multinacional, longitudinal e 

prospectivo que visa determinar a etiologia de patógenos nosocomiais e o perfil de 

sensibilidade a antimicrobianos, a partir de procedimentos de diagnóstico laboratorial e 

biologia molecular, bem como protocolos de referência quantitativos, comprovam essa 

maior importância (PFALLER et al., 2001).  

A despeito da emergência das infecções fúngicas invasivas em pacientes 

hospitalizados e da conscientização internacional de sua gravidade, no entanto, esses 

processos são ainda pouco considerados no Brasil. De maneira geral, indicadores de 

infecção fúngica hospitalar como taxa de infecção fúngica, taxa de paciente com 

infecção fúngica, distribuição percentual das infecções fúngicas por localização 

topográfica, procedimentos e etiologia, coeficiente de sensibilidade aos antifúngicos e 

taxa de letalidade são amplamente desconhecidos (COLOMBO, 2003).  

Neste contexto de informação escassa, estudos que investiguem a história 

natural das infecções fúngicas invasivas e avaliem seu impacto no ambiente hospitalar 

apresentam uma comunicação direta com a vigilância sanitária e epidemiológica, já que 

podem subsidiar o estabelecimento de medidas capazes de diminuir ou relativizar o 

risco desses processos ocorrerem (BRASIL, 1990c; COLOMBO & GUIMARÃES, 2003). 

Assim, para a prevenção dessas infecções e recomendação e/ou adoção de medidas 

de controle nosocomial é fundamental o conhecimento dos fatores determinantes de 

infecções fúngicas invasivas e dos mecanismos pelos quais os indivíduos se defrontam 

com os agentes causais (BRASIL, 1990c; TAMBELLINI & CÂMARA, 2002). 

 

1.2. INFECÇÕES FÚNGICAS  HOSPITALARES 

 

Os avanços experimentados na tecnologia médica, principalmente, nas duas 

últimas décadas, têm oferecido novas possibilidades terapêuticas para processos 

patológicos de extrema gravidade. A introdução de métodos de diagnóstico mais 

eficientes, novas técnicas de cirurgia e transplante, antibióticos e quimioterápicos  mais 

potentes e novos materiais para próteses, sondas e cateteres aumentaram de forma 

significativa a expectativa e a qualidade de vida dos pacientes críticos (GROLL & 

WALSH, 2002a; MAERTENS et al., 2001; MÉAN et al., 2008). Em contrapartida, 

infecções hospitalares surgiram como importantes complicações iatrogênicas 

(COLOMBO & GUIMARÃES, 2003). 

Claramente, são os procedimentos invasivos e os protocolos de tratamento com 

imunossupressores, bem como o caráter consumptivos de muitos processos de base 
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que têm  tornado os indivíduos susceptíveis aos patógenos encontrados no ambiente 

hospitalar (CUENCA-ESTRELLA & RODRÍGUEZ-TUDELA, 2002; HOBSON, 2003). 

Assim, como consequência do profundo comprometimento dos mecanismos de defesa 

dos hospedeiros hoapitalizados, estes microrganismos passaram a se comportar como 

oportunistas, sendo capazes de causar quadros infecciosos de alta letalidade (NUCCI 

et al. 1998a; PAUW & PICAZO, 2008; WENZEL, 1995). 

Em decorrência deste cenário, mudanças expressivas na epidemiologia das 

micoses hospitalares também  têm sido observadas (FRIDKIN, 2005). Há consenso na 

literatura sobre o aumento na incidência das infecções fúngicas invasivas e alteração 

no espectro dos agentes etiológicos (ELLIS, 2001; GUERY et al., 2009a; 

RICHARDSON, 2005). Dentre essas infecções, aquelas produzidas por Candida spp. 

são as mais importantes causas de morbidade e mortalidade nos pacientes 

hospitalizados, representando quase 90% de todos os processos fúngicos nosocomiais 

(BILLE et al., 2005; ROSA et al., 2008; RUHNKE & MASCHMEYER, 2002). Candida 

albicans é responsável pela maioria das infecções, contudo, tem sido relatada a 

ocorrência de espécies não-albicans que, apesar de serem menos invasivas e 

virulentas, mostram menor sensibilidade aos antifúngicos (KLEPSER, 2001; 

KULLBERG & OUDE-LASHOF, 2002). Outros fungos como Aspergillus spp., Fusarium 

spp., Scedosporium spp., hifomicetos Dematiaceae e Zygomycota são também cada 

vez mais reconhecidos como fontes de infecção hospitalar (NUCCI & MARR, 2005; 

RICHARDSON & LASS-FLÖRL, 2008). 

 Essa maior incidência de micoses invasivas tem sido acompanhada pelo 

fenômeno de resistência aos antifúngicos (PERFECT, 2004; SWINNE et al., 2009). Os 

primeiros relatos de resistência ocorreram na década de 80 em pacientes com 

candidíase mucocutânea crônica tratados com cetoconazol por longos períodos de 

tempo (ODDS, 1993). No entanto, o desenvolvimento de resistência aos antifúngicos 

azólicos parece ter sido, efetivamente, resultado do prolongado e repetido uso de 

fluconazol para o tratamento da candidíase oral e esofagiana em pacientes com aids 

com baixa contagem de células CD4+, no período anterior ao surgimento da terapia 

antiretroviral de alta potência (CASALINUOVO et al., 2004; SANGLARD, 2002). Mais 

recentemente, o emprego maciço de antifúngicos em tratamentos empíricos e profilaxia 

de pacientes neutropênicos trouxe novo contexto clínico ao problema da resistência 

aos antifúngicos (HOSPENTHAL et al., 2004; MELLADO et al., 2002; NUCCI & 

PERFECT, 2008). 
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1.2.1. FATORES DE RISCO PARA INFECÇÕES FÚNGICAS HOSPITALARES 

 

O estado de imunocomprometimento ocorre quando a integridade do sistema de 

defesa do hospedeiro é rompida (CARNEIRO-SAMPAIO & COUTINHO, 2007; PIZZO, 

1999). Células fagocitárias do sistema polimorfonuclear, imunidade mediada por 

linfócitos T e barreiras fisico-químicas da pele e mucosas são as principais defesas 

contra as infecções fúngicas (FAVERO, 2000). Diversos fatores (Unidade de 

tratamento intensivo [UTI], acesso vascular, neutropenia e transplantes) podem 

produzir ingerências nesses mecanismos de defesa e predispor os indivíduos a 

processos micóticos (TORRES-RODRÍGUEZ, 1996). Contudo, o risco de infecção é 

determinado pela interação entre fatores epidemiológicos, grau de imunossupressão e 

exposição a fungos potencialmente patogênicos no ambiente hospitalar (BOW, 1998). 

 

1.2.1.1. UNIDADE DE TRATAMENTO INTENSIVO 

 

A ecologia dos organismos patogênicos e o tipo de infecção predominante 

variam entre as diferentes unidades de tratamento intensivo (unidade semi-intensiva, 

UTI cirúrgica, UTI neonatal, unidade de traumato-ortopedia, unidade de queimados, 

unidade coronariana, unidade respiratória). O padrão epidemiológico das infecções 

observadas em UTI é resultado da conjugação de fatores relacionados à condição 

médico-cirúrgica dos pacientes e o grau de intervenção iatrogênica (PETRI et al., 1997; 

RICHARDS et al., 2003). Unidades de terapia intensiva representam um ponto de 

interface entre os mais graves pacientes, que recebem terapias múltiplas e agressivas, 

e os mais resistentes patógenos, que são selecionados pelo uso de terapia 

antimicrobiana prolongada (LEONE et al., 2003; MEERSSEMAN et al., 2007). No 

ambiente hospitalar, os pacientes de unidades de terapia intensiva são os mais 

vulneráveis exatamente porque são aqueles cujo manejo é feito a partir de cateteres 

intravasculares, sondas vesicais e ventilação mecânica, entre outros métodos 

invasivos, o que aumenta o risco de infecção oportunista (PETRI et al., 1997; 

SCHELENZ, 2008). Infecções fúngicas invasivas ou disseminadas são importantes 

complicações em indivíduos imunocomprometidos e não-imunocomprometidos que 

recebem cuidados especiais em unidades de terapia intensiva (CORNWELL et al., 

1995; VICENT et al., 1998). O aumento da incidência das micoses invasivas em 

pacientes de UTI está associado, em geral, à quimioterapia antineoplásica, terapia 
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imunossupressora, antibioticoterapia de largo-espectro, uso de dispositivos de acesso 

e próteses, cirurgias abdominais e ortopédicas complexas, extensas queimaduras, 

doenças degenerativas e metabólicas, prematuridade e exposição ambiental e tempo 

de permanência na unidade (HOLZHEIMER & DRALLE, 2002; PLAYFORD et al., 

2008). 

 

1.2.1.2. ACESSO VASCULAR 

 

 A cateterização é um dos aspectos mais importantes da moderna prática 

médica, especialmente, no caso de pacientes com neoplasias, pacientes cirúrgicos e 

transplantados e outros pacientes críticos de UTI, que requerem fluídos, produtos 

hematológicos, múltiplas drogas, suporte nutricional e monitorização (O’GRADY et al., 

2002). Contudo, tais dispositivos expõem os pacientes a complicações infecciosas de 

natureza local, sistêmica ou metastásica (GREENE, 1996; RAMASETHU, 2008). Essas 

infecções podem resultar em aumento dos percentuais de mortalidade, maior tempo de 

permanência hospitalar e custos médicos mais elevados (CHENG et al., 2005; MOSS & 

ELLIOT, 1997; PITTET et al., 1997). A incidência de infecção relacionada a cateteres 

varia consideravelmente com a composição do material e tipo de dispositivo, tempo de 

permanência, freqüência de manipulação, capacidade de aderência ao cateter e fatores 

de virulência dos patógenos e condição clínica dos pacientes (GREENE, 1996; 

O’GRADY et al., 2002). As mais graves infecções estão associadas a cateteres 

venosos centrais (TACCONELLI et al., 1997). Esses dispositivos são a maior fonte de 

infecção no ambiente hospitalar, sendo responsáveis por mais de 90% de todas as 

infecções da corrente sangüínea (CALANDRA et al., 2005; GOWARDMAN et al., 

1998). O acesso venoso central pode ser necessário por longos períodos de tempo e o 

cateter pode ser manipulado várias vezes ao dia para administração de substâncias, 

avaliação hemodinâmica e obtenção de amostras para análise laboratorial, 

aumentando a possibilidade de eventos infecciosos ocorrerem (MAKI et al., 2006; 

O’GRADY et al., 2002). Apesar de apresentarem comparativamente menor incidência 

de infecção e estarem mais relacionados à ocorrência de flebites, cateteres venosos 

periféricos têm consideráveis taxas de morbidade em decorrência de sua ampla 

utilização clínica (GREENE, 1996; SAFDAR & MAKI, 2005). Cateteres urinários para 

monitorização da diurese são também importantes causas de infecção hospitalar, 

apresentando percentuais de morbi-mortalidade e custos hospitalares significativos (HA 
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& CHO, 2006; LEONE et al., 2003). Candida spp. têm sido isolada em 8% dos casos de 

infecção nosocomial da corrente sangünea e quase a metade dos isolados é de 

Candida não-albicans, incluindo Candida glabrata e Candida krusei (GALBÁN & 

MARISCAL, 2006; O’GRADY et al., 2002). Nesses achados, a emergência de cepas 

resistentes às drogas antifúngicas tem sido uma tendência (NGUYEN et al., 1996; 

PFALLER et al, 1998a, 1998b). 

 

1.2.1.3. NEUTROPENIA 

 

 A neutropenia decorrente de processos patológicos ou induzida por 

medicamentos é, provavelmente, um dos mais importantes fatores de risco para a 

aquisição de infecções invasivas (ANAISSIE, 1992), tendo em vista que a função 

primária dos neutrófilos é produzir uma resposta contra a agressão de agentes 

infecciosos (MALECH & GALLIN, 1987). O papel da neutropenia na predisposição às 

infecções foi inicialmente demonstrado por Bodey et al. (1966). Através de estudos 

conduzidos a partir da relação entre o número de leucócitos circulantes e a incidência 

de infecção em pacientes com leucemia aguda, estes autores encontraram taxas de 

infecção de 14% para contagens de 500-1000 neutrófilos/mm3 e de 24-60% para 

contagens de 100 neutrófilos/mm3. Condicionando inversamente estas taxas de 

infecção, estavam o tempo de duração da neutropenia e a velocidade de queda dos 

neutrófilos (BODEY et al., 1966; DALE et al., 1979). Atualmente, contagens de 

neutrófilos  menores do que 500 células/mm3 por mais de 10 dias é considerado o 

limite crítico para o desenvolvimento de infecções  graves (ASCIOGLU et al., 2002; 

ROSA et al., 2008). Apesar de serem altamente susceptíveis às micoses invasivas, 

nem todos os pacientes neutropênicos apresentam o mesmo nível de risco (RÜPING et 

al., 2008; WALSH et al., 1994). Na verdade, os indivíduos com neutropenia 

representam uma população heterogênea com uma variedade de aspectos 

epidemiológicos que determinam o nível de susceptibilidade, tais como o tipo de 

doença de base (neoplasias sólidas ou hematológicas) e seu estado clínico (processo 

em remissão ou progressivo), tipo de tratamento para o processo de base 

(quimioterapia citotóxica, radioterapia ablativa, corticoterapia antibioticoterapia de largo 

espectro), tipo de intervenção hospitalar/iatrogênica (grandes cirurgias, transplantes de 

órgãos sólidos e medula óssea, cateterização, nutrição parenteral) e exposição 



 10 

ambiental (CARRERAS & MENSA, 2005; ELLIS, 2008; FAVERO, 2000; GALA-

PERALTA et al., 2005; PICAZO, 2004).  

 

1.2.1.4. DOENÇAS NEOPLÁSICAS 

 

 Infecções invasivas são também causas comuns de morbidade e mortalidade 

em pacientes com diversos tipos de processos neoplásicos (BODEY, 2005; GROLL & 

WALSH, 2002b; SPIRO et al, 2008). Como em outras patologias graves, o risco de 

infecção nesses pacientes está diretamente relacionado ao grau de comprometimento 

do seu sistema de defesa (AL-REZQI et al., 2008; PRATT et al., 2007; RUHNKE & 

MASCHMEYER, 2002). Além do próprio estado consumptivo que muitos processos 

malígnos podem produzir, as defesas do hospedeiro podem ser seriamente abaladas 

pela quimioterapia anti-tumor (LYMAN, 2006; POUND et al., 2008). Regimes 

citostáticos empregados para o tratamento de tumores sólidos e hematológicos são 

administrados durante muitos meses de maneira cíclica, levando a um significativo 

risco de desenvolvimento de grave infecção, devido aos efeitos mielotóxicos desses 

protocolos terapêuticos (BOW, 1998). A maioria das infecções oportunistas ocorre em 

associação com a quimioterapia antineoplásica e a neutropenia e estão tanto 

relacionadas com os organismos da microbiota, que colonizam naturalmente a pele e 

as membranas mucosas, quanto com os organismos  hospitalares (NETH et al., 2005; 

VISCOLI et al., 2005). Os quimioterápicos citotóxicos afetam todos aqueles tecidos 

com alto grau de replicação, incluindo pêlos, gônadas, medula óssea e células 

epiteliais do trato gastro-intestinal e genito-urinário (SHAW et al., 1979; SLAVIN et al., 

1978).  Mucosites e lesões ulcerativas da orofaringe, esôfago e intestinos induzidas por 

terapia citostática têm sido relacionadas à patogênese das infecções oportunistas por 

fungos colonizantes em pacientes com processos oncohematológicos (BOW et al., 

1995, CLARKSON et al., 2008; VOLPATO et al., 2007). Está bem estabelecido que a 

utilização de antibióticos de largo espectro para prevenção e tratamento de 

complicações bacterianas, particularmente, aqueles que agem sob altas concentrações 

no trato gastro-intestinal e que exibem boa atividade contra bactérias anaeróbias gram-

negativas, resulta em substancial aumento da população endógena de Candida spp. 

(ANAISSIE, 1992; SEGAL & FREIFELD, 2007). Esse aumento, somado à destruição da 

barreira epitelial que se segue à quimioterapia antineoplásica, tem sido considerado um 
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importante fator para o desenvolvimento de candidemias de aquisição endógena 

(CHENG et al., 2005; SIMS et al., 2005; TIRABOSHI et al., 2000).  

 

1.2.1.5. TRANSPLANTES  DE ÓRGÃOS E MEDULA ÓSSEA 

 

 O transplante de órgãos tem se tornado uma importante opção terapêutica para 

muitas patologias humanas (MONTEJO, 2002). Atualmente, através de modernas 

técnicas cirúrgicas, podem ser transplantados diversos órgãos, tais como rins, fígado, 

pâncreas, pulmão, coração e coração-pulmão (DICTAR et al., 2000). Contudo, a 

rejeição ao transplante e os processos infecciosos são as principais causas de 

morbidade e mortalidade (KALIL et al., 2007; FISHMAN, 2007). A incidência de 

infecção no período pós-transplante é determinada por diferentes fatores que fazem 

com que o paciente submetido a um transplante se torne especialmente susceptível, a 

saber: tipo de órgão transplantado, estado pré-operatório do paciente, grau de 

neutropenia, regime quimioterápico imunossupressivo e esteróides, terapia 

antirrejeição suplementar, antibioticoterapia múltipla e prolongada, profilaxia 

antifúngica, presença de co-infecção por bactérias e vírus imunomoduladores, 

dispositivos para suporte e acesso, surgimento de complicações médico-cirúrgicas intra 

e pós-operatórias e exposição ambiental (CUELLAR-RODRÍGUEZ & SIERRA-

MADERO, 2005; DANZIGER-ISAKOV, 2007; GARRIDO et al., 2006). Ocasionalmente, 

o próprio órgão transplantado pode ser fonte de infecção (LEN & PAHISSA, 2007; 

SINGER et al., 2008). Apesar dos processos bacterianos e virais ocorrerem com maior 

freqüência, aqueles causados por fungos estão associados com uma alta taxa de 

mortalidade (SILVEIRA & HUSAIN, 2007). Infecções fúngicas invasivas têm sido 

relatadas em todos os tipos de transplantes de órgãos e sua prevalência varia em rins 

de 2-14%, em pâncreas ou pâncreas-rins de 18-38%, em fígado de 2-42%, em coração 

de 0-32%, em pulmão ou coração-pulmão de 15-35% e em intestino delgado de 33-

53% (LORTHOLARY & DUPONT, 1997). As espécies fúngicas e o tipo de infecção 

diferem com o órgão transplantado e área geográfica. Todavia, Candida spp. e 

Aspergillus spp. são responsáveis por mais de 80% dos casos (MANUEL & KIBBLER, 

1998; MARIK, 2006).  

O transplante de medula óssea (TMO) autólogo ou alogênico é também uma 

bem consolidada modalidade terapêutica para uma variedade de processos malígnos e 

não malígnos de natureza intrínseca ou adqüirida. Leucemias, linfomas, mieloma 
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múltiplo, anemia aplásica, síndromes mielodisplásicas, talassemia, síndromes 

metabólicas e genéticas são algumas das patologias para as quais o TMO está 

indicado. Neuroblastoma, sarcoma de Ewing, tumor de Wilms e leucemia 

mielomonocítica juvenil são situações em que se realiza o TMO em oncologia 

pediátrica. O TMO é também opção para a terapia de tumores de células germinativas, 

tumores primários do sistema nervoso central como gliomas e glioblastomas e 

diferentes tipos de sarcoma (LEATHER & WINGARD, 2001; MCSWEENEY & STORB, 

1996; WAKAYAMA et al., 2002). Não obstante novas tecnologias médico-cirúrgicas, 

farmacológicas e de diagnóstico estarem disponíveis e permitirem procedimentos de 

transplantes mais seguros e efetivos, a neutropenia, a doença enxerto contra 

hospedeiro (DECH), o desenvolvimento de rejeições e o surgimento de infecções são 

as principais fontes de falhas no tratamento (BJORKLUND et al., 2007; BADDLEY et 

al., 2001; MESSINA et al., 2008; VILLASÍS-KEEVER & MOSQUEDA, 2005). A 

ocorrência de infecções após o transplante de medula óssea é esperada devido à 

imunossupressão produzida pelos regimes de condicionamento mieloablativos e 

corticoterapia. A duração e o grau de neutropenia variam consideravelmente com o tipo 

de transplante e determinam a freqüência e o tipo de infecção (CAMPS, 2008; 

STEFANIAK et al., 2001; WINGARD, 1999). Infecções fúngicas são as mais 

importantes causas de morbidade e mortalidade após o transplante de medula óssea 

(BROWN, 2004; MARR et al., 2002). Com a melhoria no controle das infeções por 

citomegalovírus, as micoses invasivas tornaram-se preponderantes. Os patógenos 

fúngicos mais prevalentes são Candida spp. e, em prolongada neutropenia, Aspergillus 

spp. (CASTAGNOLA et al., 2008; RAMAN & MARIK, 2006). Mucosites, antibióticos, 

cateteres e dispositivos de acesso vascular e infecção por outros patógenos são 

também fatores predisponentes para infecções fúngicas oportunistas, nesse grupo de 

pacientes (BROWN, 2004; RÜPING  et al., 2008).  

 

1.2.2.   INFECÇÕES HOSPITALARES POR Candida spp. 

 

A capacidade do fungo em causar infecção parece ser um fenômeno acidental, 

estando os processos infecciosos, primariamente, relacionadas à condição de saúde 

do hospedeiro e a exposição ao ambiente (WINGARD, 1999). O meio ambiente é o 

principal reservatório fúngico, por isso, o contágio entre indivíduos é menos frequente e 
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a maioria das infecções são contraídas a partir de fontes na natureza ou microbiota 

(LEVITZ, 1992; WINGARD, 1999).  

A infecção fúngica ocorre pela inter-relação de fatores associados tanto ao 

hospedeiro quanto ao fungo. Objetivamente, o fungo tem que ser capaz de superar o 

sistema de defesa do hospedeiro. Para tanto, esses patógenos devem possuir a 

habilidade de crescimento à temperatura de 37ºC, aderência e colonização de 

superfícies e órgãos, adaptação fenotípica e dimorfismo, produção de toxinas 

(endotoxinas) e enzimas (proteases, fosfolipases e oxi-redutases), interação com 

hormônios e seqüestro de metais pesados (HENRIQUES et al., 2006; MOHAN-DAS & 

BALLAL, 2008; RAPPLEYE & GLODMAN, 2006; VARTIVARIAN, 1992).  

Como mencionado anteriormente, as micoses de caráter sistêmico surgem 

frequentemente em pacientes que apresentam falhas em seu sistema de defesa. A 

proteção contra as infecções invasivas é também multifatorial e dependente de 

mecanismos não-específicos e específicos (CLEMONS & STEVENS, 2001; FIDEL, 

2007). A defesa não-específica inclui a barreira física fornecida pela pele e membranas 

mucosas íntegras, níveis de pH, competição da microbiota por espaço e nutrientes, 

secreções naturais e mecanismos de remoção mucociliar, status hormonal, fatores 

séricos não-imunes como os quelantes de ferro e resposta inflamatória com ação de 

neutrófilos e macrófagos (MARÓDI & JOHNSTON, 2007; WANKE et al., 2000). A 

defesa adquirida compreende basicamente a imunidade celular mediada por linfócitos 

T (HOHL et al., 2006). Os fatores humorais como anticorpos, complemento e outras 

proteínas e peptídeos séricos parecem contribuir facilitando o reconhecimento imune, 

contudo, a importância desses componentes sobre a lise celular ainda é controversa 

(BLANCO & GARCÍA, 2008; LEVITZ, 1992). 

 

1.2.2.1.  MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 

As candidíases são um conjunto de infecções que podem ser classificadas como 

cutâneo-mucosas e invasivas. As candidíases invasivas (hematogênicas) incluem as 

candidemias, as candidíases disseminadas agudas e crônicas e aquelas localizadas 

em um único órgão (KULLBERG & OUDE-LASHOF, 2002; ROSA et al., 2008). A 

incidência de infecções por Candida spp. tem aumentado na maioria dos hospitais, 

sendo a candidemia a forma de infecção mais comum e associada a elevadas taxas de 
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mortalidade (PFALLER & DIEKEMA, 2007). Dentre as mais de 100 espécies de 

Candida conhecidas, somente algumas poucas têm sido isoladas de casos humanos. 

Nesse contexto, destacam-se C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. guilliermondii, 

C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C. tropicalis. Todas essas espécies podem 

apresentar manifestações clínicas semelhantes, contudo, a gravidade e as opções 

terapêuticas podem diferir (COLOMBO & GUIMARÃES, 2003; PFALLER, 1994).  

Candida spp. são parte integrante da microbiota e sua patogenicidade resulta 

essencialmente das alterações nos mecanismos de defesa do hospedeiro humano 

(SENET, 1997). Os principais componentes envolvidos na patogênese das candidíases 

invasivas são o aumento da colonização fúngica, a quebra da barreira cutâneo-mucosa 

e o comprometimento do sistema imunológico (KOCH et al., 2005; MURRAY et al., 

2008). A maioria das infecções disseminadas tem sua origem no trato gastrointestinal, 

contudo, a pele e o trato genito-urinário podem ser também fontes de infecção 

(BENDEL, 2003; NUCCI & ANAISSIE, 2001; VILANOVA & CORREIA, 2008). 

Especialmente no caso das infecções associadas a cateteres vasculares, existem 

algumas evidências de que a C. parapsilosis utiliza preferencialmente a pele como 

porta de entrada (GREENE, 1996).  

A colonização prévia da pele e mucosas oral, intestinal e vaginal por espécies de 

Candida é um elemento crítico para o desenvolvimento de infecções invasivas 

(FRIDKIN & JARVIS, 1996; HOLZHEIMER & DRALLE, 2002). Cerca de 80% dos 

pacientes hospitalizados apresentam suas membranas mucosas colonizadas por 

Candida spp. e, dependendo da gravidade dos processos de base e do grau de 

intervenção iatrogênica, os níveis de colonização podem ser extremamente elevados 

(JARVIS, 1996; ODDS, 1987; THAWEBOON et al., 2008). A destruição das mucosas 

do trato digestivo do hospedeiro facilita a translocação de Candida spp. da luz intestinal 

para os vasos sangüíneos, levando à infecção (KULLBERG & OUDE-LASHOF, 2002). 

Apesar do principal reservatório nosocomial de Candida spp. ser o próprio paciente 

hospitalizado, a aquisição exógena dessas leveduras também tem sido documentada 

(PFALLER, 1995a; VINCENT et al., 1998). A transmissão horizontal de Candida spp. 

pode ocorrer entre pacientes ou através das mãos dos profissionais de saúde 

(BONASSOLI  et al., 2005; CANTÓN et al., 2001). Cerca de 17%-75% do pessoal 

médico e paramédico das unidades de tratamento intensivo são portadores de Candida 

spp., o que os tornam também importantes reservatórios de infecção nosocomial 

(MAHAYNI et al., 1995; VAN ASBECK et al., 2007). Outras fontes exógenas de 

Candida spp. estão relacionadas à infusões, medicações, biomateriais, dispositivos de 
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acesso e superfícies do ambiente hospitalar contaminados (NÁGARAJA , 2005; 

ROONGPISUTHIPONG  et al., 2007).  

 Uma variedade de fatores de risco bem conhecidos determina a incidência de 

candidíases e candidemias na população de pacientes imunocomprometidos e 

imunocompetentes gravemente enfermos (HOLZHEIMER & DRALLE, 2002; WRIGHT 

& WENZEL, 1997). O emprego de antibiótico de amplo espectro, principalmente, 

aqueles com atividade anaeróbica e glicopeptídeos, por longos períodos de tempo, em 

tratamentos profiláticos, pode determinar modificações na microbiota das membranas 

mucosas, permitindo a proliferação de Candida spp. (COTTEN et al., 2006; VINCENT 

et al., 1998). A depleção de polimorfonucleares, bem como a produção de mucosites e 

a destruição da mucosa do trato digestivo pela quimioterapia e radioterapia anti-tumor 

também contribuem para a multiplicação de Candida spp. e invasão da corrente 

sangüínea (SENET, 1997; YEH et  al., 2007). Os imunossupressores e corticóides 

utilizados como parte da terapia antineoplásica ou para tratamento da DECH podem 

levar a prejuízos da função dos neutrófilos, monócitos e macrófagos circulantes e 

comprometer de maneira importante a imunidade mediada por célula T, resultando em 

aumento do risco de desenvolvimento de micoses profundas (NEOFYTOS  et al., 2009; 

WALSH et al., 1996). As cirurgias intra-abdominais podem abrir rotas de infecção a 

partir de interrupções na integridade da mucosa gastrointestinal e permitir a entrada de 

Candida spp. no sistema vascular (KULLBERG & OUDE-LASHOF, 2002). Outras vias 

de infecção podem ser criadas pelo cateterismo, que além de determinar injúrias no 

tegumento, fornece um substrato composto por elementos do plasma que produzem 

um suporte para colonização e proliferação de Candida spp., nutrição parenteral total, 

transfusões de sangue, diálises peritoneais e hemodiálises e ventilação assistida 

(FRIDKIN & JARVIS, 1996; SENET, 1997). A gravidade da doença de base e a 

gravidade do estado clínico devem ser também consideradas na predisposição à 

infecção por Candida spp. Desse modo, elevadas pontuações (≥20) na escala 

APACHE II (Acute physiology and chronic health evaluation II), que mede febre, 

hipotensão e outros parâmetros de infecção, têm emergido como um fator de risco 

importante naqueles pacientes em UTI (COLOMBO  et  al., 2007; NUCCI et al., 1998a).  

 Diversos eventos clínicos são distingüídos na patologia das infecções por 

Candida spp. Candidíases orofaringeanas podem ser facilitadas por regimes de 

quimioterapia e radioterapia que levam à ocorrência de mucosites (OLIVEIRA-LULA  et 

al., 2007). O uso prolongado de antimicrobianos também contribui para o sobre-

crescimento de Candida spp. (RICHET et al., 1991; SAMONIS et al., 1993). As 
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infecções de mucosa orofaringeana são mais frequentes em pacientes com disfunções 

de células T, como aquelas observadas nos linfomas e aids (PEDREIRA et al., 2008). 

C. albicans e C. dubliniensis são as espécies responsáveis pela maioria dos casos de 

candidíase oral cujo principal sintoma é o thrust, classicamente caracterizado pela 

presença de placas esbranquiçadas e superfície eritematosa e hemorrágica na 

mucosa. Podem estar presentes ainda dor, sensação de queimação e disfagia (EGUSA 

et al., 2008; WRIGHT & WENZEL, 1997). Depois da orofaringe, o esôfago é a região do 

trato gastrointestinal mais acometida por infecções por Candida spp. A prevalência de 

candidíases esofagianas tem aumentado devido à maior freqüência em pacientes HIV 

+ e, mais recentemente, em pacientes transplantados, pacientes com neoplasias e 

pacientes gravemente imunocomprometidos (HAGE et al., 2002; MULHALL & WONG, 

2003; MULLAOGLU  et al., 2007). C. albicans e C. tropicalis são as espécies mais 

isoladas de infecções no esôfago. Os fatores que determinam esta condição estão 

relacionados à capacidade patogênica das cepas fúngicas, alterações na barreira 

físico-química e imunológica da mucosa, neutropenia, esofagites prévias ou 

concomitantes por herpes vírus, citomegalovírus e bactérias (VASQUEZ & SOBEL, 

2002). A infecção esofagiana pode ser a primeira manifestação clínica em pacientes 

com aids. A alta incidência nesse grupo de pacientes indica o papel crítico da defesa 

celular na proteção da mucosa do esôfago contra a invasão de espécies de Candida 

(WRIGHT & WENZEL, 1997). Normalmente, a  esofagite por Candida spp. cursa com 

disfagia, odinofagia e dor retroesternal. Em alguns casos, dor epigástrica é o sintoma 

dominante. Na grande maioria das vezes, a candidíase esofagiana ocorre de maneira 

independente no terço distal do esôfago, sendo raramente uma extensão da infecção 

da orofaringe (VASQUEZ, 1999). A candidíase de laringe (epiglotite), ao contrário das 

infecções orais e esofagianas, são pouco frequentes e os sintomas associados a essa 

condição são estridor, odinofagia e disfagia (HIRSHOREN et al., 2008).  

A candidíase do trato urinário é um achado relativamente raro em indivíduos 

normais. Todavia, a incidência de candidúria tem aumentado dramaticamente entre os 

pacientes hospitalizados. As estratégias para o manejo de pacientes com candidúria 

devem levar em conta a presença de outros fatores como anormalidades anátomo-

clínicas do trato genito-urinário (obstrução do fluxo urinário, tuberculose), diabetes, 

transplante renal e febre (KAUFFMAN, 2005; NUCCI, 2000; SAFDAR et al., 2005). 

Também devem ser considerados antibioticoterapia, imunossupressores, radioterapia, 

sondas urinárias, cateteres endovenosos, sexo e senilidade (GULER et al., 2006; 

LUNDSTROM & SOBEL, 2001). C. albicans é o patógeno mais frequentemente 
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identificado de culturas de urina (>50%), seguido por C. glabrata (15,6%) e outras 

Candidas não-albicans (KAUFFMAN et al., 2000). Em pacientes hospitalizados que 

apresentam cateteres, a candidúria assintomática é uma condição frequente. Esses 

pacientes normalmente não exibem nenhum sintoma associado à infecção (BUKHARY, 

2008; LUNDSTROM & SOBEL, 2001). Processos sintomáticos do trato urinário inferior 

(cistites), apesar de pouco frequentes, podem cursar clinicamente com irritação vesical, 

disúria, hematúria e sensibilidade suprapúbica (VASQUEZ & SOBEL, 2002). Pacientes 

com infeção do trato urinário superior podem apresentar pielonefrites ascendentes e 

urosepsis. Febre, dor costovertebral e leucocitose estão normalmente presentes. A 

infecção ascendente quase sempre ocorre devido à obstrução urinária e estase, 

especialmente em pacientes com diabetes ou nefrolitíase. A pielonefrite por Candida 

spp. pode complicar em decorrência de doença supurativa local, levando à pionefrose e 

formação de abscessos. A principal complicação, contudo, é a bola fúngica produzida 

pela obstrução de ureter ou pelve (COLOMBO et al., 2008; LUNDSTROM & SOBEL, 

2001; TRABOULSI et al., 2004). A infecção primária dos rins ou aquela secundária à 

candidíase hematogênica apresenta febre elevada, instabilidade hemodinâmica e 

variado quadro de insuficiência renal. Hemoculturas positivas e envolvimento ocular e 

cutâneo podem sugerir candidíase disseminada com manifestação renal (COLOMBO & 

GUIMARÃES, 2007; LUNDSTROM & SOBEL, 2001; VASQUEZ & SOBEL, 2002). 

 As candidíases disseminadas, usualmente classificadas como infecções por 

Candida spp. em dois ou mais órgãos não contíguos, podem ocorrer em função do 

aumento da colonização fúngica, ruptura da barreira cutâneo-mucosa e perda dos 

mecanismos de controle imunológico que previnem a disseminação e proliferação dos 

patógenos a órgãos e tecidos profundos (OSTROSKY-ZEICHNER et  al., 2002). O 

grupo de risco compreende recém-nascidos, pacientes cirúrgicos, pacientes com 

queimaduras de segundo e terceiro graus, pacientes diabéticos, pacientes com câncer, 

pacientes submetidos a transplantes, pacientes com neutropenia  grave e pacientes 

com acesso vascular (NUCCI et al., 1998a; SAFDAR et al., 2004). C. albicans (58%), 

C. tropicalis (25%), C. parapsilosis (15%) e C. glabrata (6,0%) são os agentes 

etiológicos mais prevalentes (BANERJEE et al., 1991; BECK-SAGÉ & JARVIS, 1993). 

A infecção disseminada pode acometer virtualmente qualquer sítio anatômico, 

produzindo, por isso, diferentes quadros mórbidos (BODEY et al., 1993).  O espectro 

desses processos inclui tanto uma apresentação aguda quanto crônica (WALSH et al., 

1996). A candidíase aguda é de ocorrência súbita e progressiva e caracterizada por 

fungemia, febre persistente ou recorrente, a despeito de antibioticoterapia, lesões 
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tegumentares, endoftalmites, infecção de múltiplos órgãos, particularmente, em rins, 

cérebro e coração, além de choque séptico. Pacientes neutropênicos com leucemia ou 

linfomas compõem um importante grupo de risco. Normalmente, essa condição surge 

como uma complicação da terapia antineoplásica (FRANCIS & WALSH, 1992). Altas 

taxas de mortalidade têm sido relatadas pelo fato das hemoculturas serem usualmente 

negativas para Candida spp., o que dificulta o estabelecimento do diagnóstico e produz 

atrasos no tratamento. Assim, a ocorrência de infecções oculares e lesões nodulares 

cutâneas, por estarem bem caracterizadas na candidíase disseminada aguda, são 

importantes parâmetros clínicos (COLOMBO et al., 2008;  MAYS et al., 2006; MEHTA 

et al., 2007). 

A candidíase disseminada crônica ou hepatoesplênica, por sua vez, é de curso 

lento, estendendo-se por muitos meses (ANAISSIE et al., 1991). Tipicamente, o 

paciente apresenta uma enfermidade hematológica de base e adqüire a infecção após 

a quimioterapia mielossupressora. Abscessos profundos no fígado, baço, rins e 

pulmões têm sido descritos. Diferentemente da candidíase aguda, a associação com 

fungemias, falências múltiplas de órgãos e hipotensão são menos frequentes na 

doença crônica (PAGANO  et al., 2002; WALSH et al., 1996). A candidíase crônica é 

estabelecida durante o período em que o paciente está neutropênico e torna-se 

clinicamente percebida na fase de reconstituição imunológica. O paciente continua 

apresentando febre persistente não responsiva a antibioticoterapia e desconforto 

abdominal, mesmo com contagens aumentadas de neutrófilos (MASOOD & SALLAH, 

2005). As lesões em órgãos internos estão radiologicamente ocultas na fase 

neutropênica, mas passam a ser evidentes nos métodos de investigação por imagem, 

após a correção da neutropenia. O isolamento de Candida spp. de material de biópsia 

ou sítios estéreis confirma o processo infeccioso (KONTNY et al., 2007; OSTROSKY-

ZEICHNER et al., 2002). A candidíase disseminada crônica tem sido referida como 

candidíase hepatoesplênica pelo fato das lesões primárias serem encontradas no baço 

e no fígado, todavia, os aspectos clínico-patológicos desse processo claramente 

indicam que a infecção envolve  diversos orgãos  (ANAISSIE et al., 1991; HÜBEL et al., 

2004).  

As candidemias têm sido definidas como o isolamento de Candida spp. de pelo 

menos uma hemocultura cujos os espécimens de sangue foram obtidos de pacientes 

com sinais clínicos de sepsis (febre, calafrio) e sem evidências de comprometimento de 

órgãos internos (BODEY et al., 2002). Dentre as infecções fúngicas nosocomiais, as 
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candidemias são preponderantes. Altas taxas de mortalidade bruta (>60%) e atribuída 

(38%) têm sido descritas para essas infecções (COLOMBO et al., 2007; 

GUDLAUGSSON et al., 2003). Contudo, candidemias persistente, que se desenvolvem 

durante a terapia antifúngica sistêmica, podem apresentar percentuais de mortalidade 

de quase 80% (UZUN et al., 2001). Os pacientes de risco são aqueles submetidos à 

antibioticoterapia, terapia com imunossupressores, quimioterapia e radioterapia, 

dispositivos de acesso, cirurgias extensas e transplantes e longos períodos de 

internação (LUNEL et al., 1999; NUCCI & COLOMBO, 2002). O papel do trato 

gastrointestinal e dos cateteres vasculares como fonte de infecção da corrente 

sangüínea por Candida spp. está bem estabelecido nesses pacientes (HOLZHEIMER & 

DRALLE, 2002).   

 

1.2.2.2. DIAGNÓSTICO LABORATORIAL  

 

Os sinais e sintomas de infecção fúngica invasiva, frequentemente, são 

inespecíficos e protocolos micológicos simples podem não ser suficientes para o 

estabelecimento do diagnóstico, o que faz com que a caracterização dos processos 

micóticos em pacientes graves seja dificultada (DONNELLY, 2002). Em decorrência 

disso, um conjunto de definições para o reconhecimento e diagnóstico de micoses 

oportunistas foi proposto por um Comitê Internacional de Consenso e graus de certeza 

ou probabilidade foram estabelecidos para estas infecções (ASCIOGLU et al., 2002) 

Fatores relacionados ao hospedeiro, fatores clínicos e fatores microbiológicos 

(evidência micológica) foram os elementos empregados na padronização dessas 

definições. Para os fatores do hospedeiro são descritos neutropenia, febre persistente, 

antibiotioterapia, corticoterapia, imunossupressão e DECH. Associados aos fatores 

clínicos estão as infecções do trato respiratório inferior, infecções do sistema nervoso 

central e seios paranasais e infecções disseminadas. Com relação aos fatores 

microbiológicos, são requeridos exame microscópico direto e cultura positivos e/ou 

resultados positivos para antígenos fúngicos (DONNELLY, 2002; HOLZHEIMER & 

DRALLE, 2002).  

Com base nesses fatores, os seguintes níveis de probabilidade de infecção 

fúngica foram estabelecidos: infecção provada, infecção provável e infecção possível. 

Na infecção provada, os três elementos (fatores do hospedeiro, fatores clínicos e 
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fatores microbiológicos) estão presentes e o mais alto grau de certeza é dado pela 

demonstração tecidual do agente fúngico. Nessa categoria, o diagnóstico de fungemias 

e outras micoses invasivas pode ser obtido de forma definitiva. Todavia, nas infecções 

provável e possível apenas é sugerida a ocorrência de processos sistêmicos. Para a 

determinação de uma infecção provável, estão também presentes os três fatores, 

porém, o nível de consideração é menos profundo. No grupo das infecções possíveis, 

estão presentes os fatores do hospedeiro, entretanto, um dos outros dois fatores 

(fatores clínicos ou fatores microbiológicos) pode estar ausente (ASCIOGLU et al., 

2002; DONNELLY, 2002). 

A despeito do esforço para o reconhecimento dos processos oportunistas, o 

diagnóstico micológico em pacientes hospitalizados continua sendo crítico. As 

manifestações clínicas de infecção são, frequentemente, variáveis e a distinção entre 

doença e colonização fúngicas, normalmente, apresenta certa dificuldade. Além disso, 

a coleta de espécimens clínicos pode não ser possível, especialmente quando o foco 

infeccioso é desconhecido. Em considerável número de casos, inclusive, 

procedimentos invasivos de diagnóstico não podem ser realizados em pacientes 

imunocomprometidos devido à debilidade orgânica que muitos apresentam. Com 

frequência, culturas de sangue e escarro negativas e testes sorológicos inconclusivos 

são os achados laboratoriais. Assim, a febre persistente ou desenvolvida durante a 

antibioticoterapia de amplo espectro é, comumente, o único indicador de doença 

fúngica (KOCH et al., 2006; STEVENS, 2002).  

Classicamente, no entanto, a base do diagnóstico definitivo das infecções por 

Candida spp. é a detecção do patógeno na amostra clínica e sua recuperação em 

cultura (PERLROTH et al., 2007). A candidíase orofaringeana pode ser diagnosticada 

através da visualização microscópica dos elementos da Candida spp. (células de 

levedura, pseudohifas e hifas verdadeiras) nas lesões pseudomembranosas. No caso 

da candidíase esofagiana, o procedimento de escolha é a endoscopia com biópsia 

(VINCENT et al., 1998; WILCOX & SCHWARTZ, 1996). O tipo de meio de cultura 

utilizado depende do sítio de infecção. Uma combinação de meios com e sem 

antimicrobianos é empregada para assegurar o crescimento do agente fúngico e 

diminuir a contaminação (O’SHAUGHNESSY et al., 2003). Como Candida spp. é um 

organismo da microbiota do trato gastrointestinal, a observação tecidual e o isolamento 

em cultura, frequentemente, são insuficientes para a determinação da etiologia, pois 

essas provas laboratoriais não distinguem entre o fungo patogênico e o comensal. 
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Assim, o aspecto da lesão e a resposta ao tratamento são necessários para a 

confirmação do diagnóstico (EPSTEIN & POLSKY, 1998; GUERY  et al., 2009a).  

De maneira geral, também o diagnóstico de candidíase sistêmica apresenta 

certo nível de complexidade. A documentação de uma infecção invasiva por Candida 

spp. é obtida por meio de cultura positiva de sangue, cultura positiva de órgãos, 

cavidades e fluidos corporais estéreis e evidência clínico-radiológica de doença 

disseminada (KOSMIN & FEKETE, 2008; MARIE, 2000). A impossibilidade de 

obtenção destes dados pode levar ao fracasso diagnóstico e  erros de tratamento (YEO 

& WONG, 2002).  Em populações de risco, no entanto, infecções por Candida spp. 

podem ser clinicamente reconhecidas pelo fato de determinados sinais e sintomas 

(lesões oculares e cutâneas) ocorrerem com frequência durante a candidemia 

(STEVENS, 2002). No caso das hemoculturas, mesmo apresentando baixa 

sensibilidade (<50%), elas ainda são importantes fontes para o isolamento de Candida  

spp. de processos sistêmicos e resultados positivos devem ser, criteriosamente, 

considerados (PEMÁN & ALMIRANTE, 2008; RODRÍGUEZ et al., 1997).  

Com o problema das falhas no diagnóstico das candidíases invasivas pelas  

técnicas micológicas convencionais, a contribuição de  técnicas não-culturais tem sido 

avaliada. Muitas delas, entretanto, apresentam resultados discrepantes e de difícil 

interpretação (MCLINTOCK & JONES, 2004; STEVENS, 2002).  A baixa sensibilidade 

e especificidade dos testes sorológicos com anticorpos para Candida spp. tem 

restringido a utilização dessas provas no imunodiagnóstico das infecções profundas. A 

detecção de uma resposta humoral em pacientes com candidíase invasiva é de 

emprego limitado, principalmente, porque a colonização por Candida spp. do trato 

digestivo ou de outros sítios anatômicos determina a produção de anticorpos em 

indívíduos sem infecção. Além disso, pacientes imunocomprometidos podem não 

apresentar quantidades detectáveis de anticorpos, apesar de demonstrarem a 

ocorrência de infecção por espécies de Candida  (YEO & WONG, 2002). 

Diferentemente das provas com anticorpos, a detecção de antígenos circulantes 

de Candida spp. tem mostrado potencial para o diagnóstico precoce. A enolase 

(proteína citoplasmática 48-kDa) tem sido empregada como um marcador para o 

diagnóstico de candidíase invasiva, pois está presente em pacientes com candidemia e 

não tem sido detectada em colonização por Candida spp. ou  em indivíduos sem 

evidência de infecção (GROHSKOPF & ANDRIOLE, 1997; PONTÓN & PALACIOS, 

2007). A β-(1-3)-D-glucana circulante também tem sido demonstrada em pacientes com 
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candidíase, todavia, resultados positivos não indicam, claramente, qual o agente 

fúngico envolvido (KEDZIERSKA et al., 2007). As mananas séricas são igualmente 

marcadores antigênicos que podem ser utilizados para o diagnóstico de infecção 

sistêmica. Correlações positivas entre mananas de Candida spp. circulantes e invasão 

tecidual têm sido observadas. O fato destes marcadores estarem pouco relacionados à 

candidemias transientes ou  àquelas dependentes de cateter venoso central são 

argumentos favoráveis a sua utilização em provas imunológicas (GUERY et al., 2009a; 

RUHNKE & MASCHMEYER, 2002). O uso do D-arabinol como um outro marcador 

diagnóstico para as candidíases sistêmicas tem sido também proposto. Candida 

albicans produz grandes quantidades desse álcool em cultura e em tecido animal e 

humano com infecção invasiva. Altas concentrações de arabinol no soro são 

detectadas em pacientes com infecção, mas não naqueles com colonização 

(ELLEPOLA & MORRISON, 2005). Contudo, a determinação das espécies de Candida 

produtoras de arabinol in vivo e a padronização das metodologias de detecção 

condicionam a efetiva utilização desse marcador (RODRÍGUEZ et al., 1997; STEVENS, 

2002; YEO  et al., 2006). 

Tendo em vista as altas taxas de detecção e a acurada capacidade de 

indentificação de espécies de Candida nas amostras clínicas, as técnicas de biologia 

molecular têm se convertido em promissores instrumentos de diagnóstico laboratorial 

das candidíases invasivas (ATKINS & CLARK, 2004; BADIEE et al., 2009; ODDS, 

2003). Uma variedade de métodos baseados em ácidos nucléicos têm sido utilizados. 

A maioria dessas metodologias envolve a comparação de padrões que refletem um 

relacionamento molecular e são gerados a partir de alguma forma de eletroforese e 

interpretados através de colorações para DNA (GIL-LAMAIGNERE, 2003). A 

capacidade de identificar a mesma cepa em diferentes amostras, distingüir cepas não 

relacionadas geneticamente e demonstrar a distância filogenética entre cepas e 

espécies são características pontuais (LINTON et al., 2007; PFALLER, 1995b, 

PFALLER, 2000b). A escolha da técnica mais adequada, ou a sua utilização de 

maneira combinada, deve levar em conta o poder de tipagem, reprodutibilidade e 

discriminação, bem como o tipo de microrganismo e investigação molecular, facilidade 

de interpretação dos resultados, complexidade de execução da metodologia e tempo e 

custo das análises (ALEXANDER, 2002). Os métodos correntemente utilizados na 

identificação de Candida spp. incluem o polimorfismo no comprimento dos fragmentos 

de restrição (RFLP) com hibridização (Southern Blot) ou amplificação (AFLP), 

cariotipagem em gel de eletroforese em campo pulsátil (PFGE) e técnicas baseadas na 
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reação em cadeia da polimerase (PCR) (BALAJEE et al., 2007; DASSANAYAKE & 

SAMARANAYAKE, 2003; GIL-LAMAIGNERE, 2003; TROST et al., 2004). Outras 

provas moleculares aplicadas à identificação de leveduras são os microarranjos de 

DNA, tipagem por sequenciamento de multilocus (MLST), ensaio de mobilidade de 

heteroduplex (HMA), polimorfismo de conformação de fita simples (SSCP-PCR) e 

reação em cadeia da polimerase multiplex (Multiplex-PCR) (GIL-LAMAIGNERE, 2003; 

MARKOULATOS et al., 2002; ODDS & JACOBSEN, 2008; RAMOS et al., 2006; WANG 

et al., 2008; YAN et al., 2008). Além da elevada sensibilidade e especificidade 

comparativamente às provas fenotípicas, essas metodologias têm demonstrado boa 

correlação com a evolução clínica e valores preditivos negativos em torno de 98% para 

candidíases disseminadas em pacientes neutropênicos (ALEXANDER, 2002; 

STEVENS, 2002). 

Dentre as metodologias disponíveis, a técnica da multiplex-PCR, por sua 

simplicidade e rapidez, tem se mostrado uma ferramenta útil na detecção e diagnóstico 

de microrganismos em amostras clínicas e/ou cultura (MÉNDEZ-ÁLVAREZ & PÉREZ-

ROTH, 2004). A multiplex-PCR é uma técnica derivada da PCR clássica onde dois ou 

mais loci são simultaneamente  amplificados em uma mesma reação, o que possibilita  

a detecção e identificação, ao mesmo tempo, de distintos genes de interesse 

(HENEGARIU et al., 1997; MARKOULATOS et al., 2002). Esta técnica é baseada na 

separação dos amplicons de diferentes pesos moleculares por eletroforese em gel de 

agarose que, então, são visualizados por coloração com brometo de etídio. Para 

garantir a especificidade do sistema (uma única seqüência alvo por iniciador) é 

fundamental que os iniciadores sejam maiores do que aqueles usados em monoplex-

PCR e que a temperatura de anelamento seja mais elevada. O auto anelamento de 

iniciadores não deve ocorrer,  pois isto reduz a disponibilidade de iniciadores para a 

reação. A concentração de magnésio, além de afetar a especificidade, é um dos fatores 

mais críticos em uma PCR, determinando a eficiência da reação. Por isso, em geral, 

para um ensaio com multiplex-PCR, a concentração de magnésio é maior do que  

aquela usada na monoplex-PCR. Dependendo do número de espécies a ser detectado, 

o sistema é comumente representado por uma simples reação de amplificação (4-5 

espécies), mas  duas etapas de amplificação (5-6 espécies) podem ser procedidas.  O 

equipamento para  multiplex-PCR é representado por um termociclador básico  

(EDWARDS & GIBBS, 1994;  SETTANI & CORSETTI, 2007).  
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Como muitas das técnicas moleculares para a detecção, identificação e 

classificação  de fungos, o multiplex PCR pode ter como alvo sequências de DNA 

(DNAr) que codificam para a formação de RNA ribossomal (LI et al., 2003; MIRHENDI 

et al., 2007). O DNAr é formado por unidades de repetição dispostas em tandem. Cada 

unidade de repetição é constituída por duas regiões distintas: o espaçador  intergênico 

e a região gênica. Esta região gênica inclui, na direção 5’-3’, uma região espaçadora 

externa (ETS), o gene 18S, uma região espaçadora interna 1 (ITS1), o gene 5.8S, uma 

região espaçadora interna 2 (ITS2) e o gene 28S (REEDER, 1989). Uma seqüência 

muito estudada do DNAr é aquela formada pelas regiões ITS, principalmente, quando 

os organismos a serem investigados apresentam uma grande proximidade filogenética,  

pois são altamente variáveis tanto em seqüência de nucleotídeos quanto em tamanho 

(HILLIS & DIXON, 1991).  As outras regiões gênicas, como são mais conservadas, 

podem ser empregadas para análises de grupos evolutivamente bastante distantes 

(HILLIS & DIXON, 1991; RIJK et al., 1995). Assim, espécies fúngicas muito 

relacionadas e variedades de uma mesma espécie podem ser analisadas pelas regiões 

ITS do DNAr (CHEN et al., 2000, 2001). A amplificação por PCR dessas regiões tem se 

mostrado eficiente  na identificação de espécies e cepas do genêro Candida 

(CARVALHO et al., 2007a; LIGOURI et al., 2009; MILDE et al., 2000).  

A técnica de multiplex-PCR é largamente empregada na identificação e 

diferenciação também devido a sua capacidade de produzir um retrato molecular de  

comunidades de microrganismos, inclusive em complexas matrizes (amostras clínicas 

e alimentos), antes mesmo do isolamento em cultura (LAU et al., 2008; SETTANI & 

CORSETTI, 2007). Resumidamente, os perfis padronizados que são utilizados nas 

comparações  diagnósticas devem ser fornecidos por cepas de referência ou cepas-

tipo.  As seqüências de DNA que são empregadas como moldes na amplificação por 

esta PCR  são aquelas dos microrganismos sob investigação. A mistura de iniciadores 

que é usada na reação deve incluir pares de iniciadores específicos de maneira a gerar 

produtos de PCR para todas as espécies estudadas (FUJITA et al., 2001; LUO et al. 

2002). O resultado final em gel de agarose deve conter uma série de bandas de 

tamanhos diferentes relativas às espécies microbianas consideradas nos ensaios. A 

coincidência de posição entre as bandas das cepas em teste e aquelas das cepas-

padrão  permite a identificação dos microrganismos (MÉNDEZ-ÁLVAREZ & PÉREZ-

ROTH, 2004). 
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1.2.2.3. DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA 

 

Nos últimos anos, a ocorrência de casos de candidíase invasiva em hospitais 

terciários aumentou substancialmente em diferentes partes do mundo (PETTERSON, 

2005). Nos Estados Unidos, um aumento de cerca de 400% na incidência dessas 

infecções  foi relatado (FRIDKIN & JARVIS, 1996). Espécies de Candida passaram da 

sétima para a terceira principal causa de infecção nosocomial da corrente sangüínea 

em unidades de terapia intensiva, sendo responsável por 8% de todos os episódios 

registrados (PERLROTH et al., 2007; WISPLINGHOFF et al., 2004). No Brasil, a 

documentação dos casos de candidíase invasiva tem sido pouco sistemática e a 

literatura é omissa com relação à real incidência desses processos em nosso país. 

Entretanto, a partir dos estudos de Colombo (2003), sabe-se que 4,3% de todas das 

septicemias relatadas nos hospitais terciários do estado de São Paulo são causadas 

por espécies do gênero Candida e que muitas delas têm mostrado valores de 

concentração inibitória mínima (CIM) elevados para os antifúngicos de uso mais 

corrente. Recentemente, no único estudo nacional conduzido por Colombo et al. 

(2006), foi verificado que a incidência de candidemia nos hospitais brasileiros é de 2,9 

casos por 1000 adimissões, o que representa valores de 2 a 15 vezes mais elevados 

do que aqueles observados em outras regiões do mundo como América do Norte e 

Europa, e que a  taxa de mortalidade bruta é 54%. Dentre os pincipais fatores de risco 

para candidíases invasivas, a neutropenia parece ser o mais relacionado à mortalidade 

de pacientes críticos no Brasil (VELASCO & BIGNI, 2008). 

De acordo com o Programa de Vigilância Internacional SENTRY, a frequência de 

isolamento das diversas espécies de Candida varia segundo o país ou região 

geográfica, instituição hospitalar, unidades de internação e período de realização dos 

estudos epidemiológicos (PFALLER et al., 1998a). Na América do Norte, C. albicans é 

responsável pela maioria das candidemias, sendo seguida por C. glabrata, C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. (PFALLER et al., 2001). Com relação à América 

Latina e Brasil, a distribuição das espécies de Candida apresenta algumas diferenças. 

C. albicans é também a principal levedura isolada dos casos de candidemia 

(COLOMBO et. al., 2006). No entanto, ao contrário do que se observa na região norte 

do continente americano, as espécies não-albicans mais comumente encontradas são 

C. tropicalis e C. parapsilosis (AVILA-AGUERO et al., 2005; GIRÃO et al., 2008). Não 

obstante este modelo de distribuição, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. pelliculosa e C. 
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rugosa, bem como Pichia anomala e P. ohmeri têm sido relatadas com freqüência 

crescente no Brasil (COLOMBO et al., 2006; MATTA et al., 2007; VELASCO & BIGNI, 

2008). As variações no padrão de susceptibilidade aos antifúngicos entre as regiões 

têm sido explicadas, exatamente, pelas diferenças na distribuição das espécies de 

Candida (ARENDRUP et al., 2005). Altos índices de resistência aos derivados azólicos 

têm sido mais observados em C. glabrata e C. krusei (GOLAN, 2005; PFALLER et al., 

1998a), agentes de infecção fúngica hospitalar, claramente, menos importantes no 

cenário brasileiro. Com incidência igualmente baixa, mas com carácter emergente, 

cepas de C. rugosa resistentes ou com CIM elevadas para alguns derivados azólicos 

têm sido relatadas (COLOMBO et al., 2007).  O aumento do consumo de antifúngicos 

utilizados no tratamento de candidíases invasivas tem influenciado diretamente na 

emergência de cepas com menor resposta clínica. A vigilância das infecções por 

Candida spp. no ambiente hospitalar passa, fundamentalmente, pela  detecção in vitro 

da resistência (PFALLER & DIEKEMA, 2007). 

 

1.2.3. DROGAS ANTIFÚNGICAS  

 

As infecções fúngicas hospitalares são, normalmente, progressivas e refratárias 

à terapêutica (PLAYFORD et al., 2008). Esse quadro clínico-epidemiológico é função 

de uma variedade de fatores iatrogênicos que, além de levar os pacientes 

hospitalizados a um profundo  estado consumptivo, tem produzido uma população 

crescente de patógenos resistentes à terapia convencional (RÜPING  et al., 2008; 

VANDEN BOSSCHE, 1997). Entre outras razões, o tratamento das micoses 

oportunistas tem sido dificultado também em virtude do escasso número de agentes 

antifúngicos sistêmicos, falta de padronização dos protocolos terapêuticos, interações 

farmacológicas entre drogas, execução laboriosa dos testes de susceptibilidade e baixa 

correlação entre as provas de susceptibilidade in vitro e a evolução clínica dos 

pacientes (GUERY et al., 2009b; VIUDES et al., 2001). Somado a isso, existe o 

problema da  toxicidade dos antifúngicos para o hospedeiro. Por serem eucariontes, 

tanto a célula fúngica quanto a célula humana são alvos da ação desses compostos, o 

que determina a ocorrência de importantes efeitos colaterais nos pacientes submetidos 

a regimes terapêuticos (CHIOU et al., 2000). A despeito de todas essas limitações, 

progressos têm sido obtidos no que se refere  a um melhor entendimento dos 

mecanismos de ação e resistência, ao desenvolvimento de novas drogas e 
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formulações antifúngicas, bem como às estratégias de tratamento (GROLL & WALSH, 

2002a; MISHRA et al., 2007; ODDS et al., 2003).  

 

1.2.3.1. MECANISMOS DE AÇÃO E RESISTÊNCIA ÀS DROGAS ANTIFÚNGICAS 

 

 As drogas antifúngicas podem interferir com a síntese de ácidos nucléicos 

(pirimidinas), microtúbulos (griseofulvina), síntese de ergosterol (azoles, alilaminas, 

tiocarbamatos, morfolinas), integridade da membrana celular (poliênicos), síntese da 

parede celular (equinocandinas, nicomicinas) e síntese protéica (sodarinas) entre 

outros sítios celulares (GEORGOPAPADAKOU, 1998; LOO, 2006; VANDEN 

BOSSCHE, 1997). Os antifúngicos sistêmicos de uso clínico mais frequentes são a 

anfotericina B e suas preparações lipídicas, itraconazol, fluconazol, derivados 

triazólicos (voriconazol, posaconazol e ravuconazol)  e derivados das equinocandinas 

(caspofungina, micafungina e anidulafungina) (ANAISSIE, 2008, CORNELY et al, 2009; 

MENSA et al., 2008). No entanto, disponíveis nos hospitais públicos brasileiros, estão 

apenas os derivados poliênicos (anfotericina B) e azólicos (itraconazol e fluconazol) 

(BRASIL, 2007e). 

 Os poliênicos pertencem a uma classe de antifúngicos naturais produzidos por 

espécies de Streptomyces (SANGLARD, 2002). O principal representante desse grupo 

é a anfotericina B. Devido ao seu amplo perfíl de atividade (fungos leveduriformes, 

filamentosos e dimórficos), seu efeito fungicida e administração parenteral, a 

anfotericina B é considerada a droga de primeira linha para o tratamento de infecções 

fúngicas invasivas em pacientes hospitalizados (MELLADO et al., 2002). 

Diferentemente de outros compostos antifúngicos, que em geral agem sobre enzimas, 

a anfotericina B se liga de maneira irreversível ao ergosterol da membrana celular dos 

organismos susceptíveis, determinando alterações em sua permeabilidade (BAGINSKI  

et al., 2006; ODDS et al., 2003). Essa interação resulta na formação de poros ou canais 

pelos quais ocorrem perdas de ions e substâncias carbonadas que levam à morte 

celular (MELLADO et al., 2002). Outro mecanismo de ação parece ser a oxidação da 

membrana fúngica (LOEFFLER & STEVENS, 2003). A anfotericina B pode também se 

unir aos esteróis da membrana das células humanas, produzindo importantes efeitos 

adversos. A nefrotoxicidade é o principal efeito colateral ocasionado pela ação deste 

fármaco sobre o colesterol do hospedeiro. Os sintomas mais significativos são a 
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diminuição do filtrado glomerular e fluxo renal, hipocalemia, hipomagnesemia, acidose 

tubular e nefrocalcinose (GIRMENIA et al., 2005; VIUDES et al., 1999). Com o objetivo 

de reduzir a toxicidade da anfotericina B em sua apresentação tradicional 

(desoxicolato), novas formulações lipídicas (anfotericina B lipossomal, anfotericnia B 

em complexo lipídico, anfotericina B em dispersão coloidal, anfotericina B intralipídica e 

conjugado de anfotericina B) têm sido introduzidas (BADIA  et al., 2005; CARRILLO-

MUÑOZ et al., 1999). A taxa de liberação mais lenta desses compostos lipídicos para 

os rins parece contribuir efetivamente para a diminuição da toxicidade (MARTINEZ, 

2006).  

Os azólicos constituem uma família de antifúngicos sintéticos com o maior 

número de derivados e grande diversidade de espectros de ação, potência e toxicidade 

(LIPP, 2008). Os derivados azólicos agem sobre a biossíntese do ergosterol da 

membrana fúngica, através da inibição da enzima lanosterol-demetilase dependente de 

citocromo P450, o que impede a conversão de lanosterol em ergosterol e causa 

aumento da permeabilidade e progressiva instabilidade (SANGLARD, 2002). O 

acúmulo de esteróis metilados determina rupturas na ligação dos fosfolipídios, afetando 

a função das enzimas de membrana e a replicação celular (SHEEHAN et al., 1999). Ao 

contrário da anfotericina B, a atividade dessas drogas é fungistática e seus efeitos 

adversos são mais limitados, estando primariamente relacionados a processos 

hepáticos e renais, endócrinos e aparelho reprodutor (MELLADO et al., 2002; VIUDES 

et al., 1999). De acordo com a sua composição química, esses fármacos são divididos 

em imidazólicos e triazólicos. Os derivados triazólicos (itraconazol, fluconazol e 

voriconazol) são classicamente empregados na terapia das infecções fúngicas 

oportunistas (LEWIS & GRAYBILL, 2008; SANGLARD, 2002). O itraconazol é efetivo 

contra infecções por fungos miceliais e leveduriformes, estando disponível para 

administração oral e endovenosa (LOEFFLER & STEVENS, 2003). O fluconazol pode 

ser aplicado tanto oral quanto parenteralmente, mas seu espectro de ação é restrito às 

leveduras, principalmente, do gênero Candida (CARRILLO-MUÑOZ, 2006). O 

voriconazol é um novo triazólico obtido por modificações da molécula de fluconazol que 

apresenta amplo espectro de atividade sobre fungos filamentosos e leveduriformes e, 

igualmente, possibilidade de administração oral e parenteral (ODDS et al., 2003). 

Outros derivados triazólicos de segunda geração são o posaconazol e o ravuconazol 

(LOEFFLER & STEVENS, 2003). 
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 A resistência pode ser definida em termos microbiológicos e clínicos (ESPINEL-

INGROFF, 2008; MELLADO et al., 2002). O conceito microbiológico de resistência 

engloba a resistência primária (ou intrínseca)  que é  aquela presente em um 

organismo sem prévia exposição aos fármacos antifúngicos e a resistência secundária 

(ou adquirida) que é aquela desenvolvida como resposta à exposição a essas 

substâncias (LOEFFLER & STEVENS, 2003). Normalmente, a resistência secundária é 

decorrente de alterações fenotípicas e/ou genotípicas de caráter estável ou transitório 

(BARKER & ROGERS, 2006; KONTOYIANNIS & LEWIS, 2002). Por sua vez, a 

resistência clínica tem sido definida como a progressão ou a persistência de uma 

infecção, a despeito do estabelecimento de apropriada terapia antimicrobiana (PEREA 

& PATTERSON, 2002). A ocorrência de resistência clínica está associada a fatores do 

hospedeiro, fatores farmacológicos, fatores iatrogênicos e fatores fúngicos (ESPINEL-

INGROFF, 2000). Dentro das infecções fúngicas invasivas, a resistência clínica se 

manifesta tipicamente em pacientes com neutropenia profunda e prolongada, pacientes 

submetidos a múltiplas terapias e portadores de próteses e cateteres (PLAYFORD  et  

al., 2008; WHITE et al., 1998). 

A resistência primária à anfotericina B é de ocorrência limitada. Alguns 

patógenos emergentes como Aspergillus spp., C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, 

C. lusitaniae, Fusarium spp., Scedosporium spp., Scopulariopsis spp. e Trichosporon 

beigelii,  todavia,  têm demonstrado certo grau de resistência primária in vitro (CANUTO 

& RODERO, 2002; CUENA-ESTRELLA et al., 2006). Da mesma forma, a resistência 

secundária a fármacos poliênicos é pouco prevalente entre as espécies fúngicas. No 

entanto, alguns casos de infecção disseminada por cepas de C. glabrata, C. krusei e C. 

albicans que desenvolveram resistência à anfotericina B durante o tratamento 

antifúngico têm sido descritos (PEREA & PATTERSON, 2002; ROGERS, 2006). A 

resistência aos poliênicos está primariamente relacionada a alterações qualitativas e 

quantitativas dos lipídios da membrana celular fúngica (CANUTO & RODERO, 2002). 

Os mecanismos bioquímicos de resistência incluem a diminuição do conteúdo de 

ergosterol sem concomitante mudança em sua composição, a substituição dos esteróis 

com maior afinidade pelos poliênicos e a reorientação dos esteróis existentes, tornando 

a ligação com os poliênicos menos favorável termodinâmica e estericamente (BAKER 

& ROGERS, 2006; GHANNOUM & RICE, 1999). Essas alterações da membrana 

fúngica parecem estar associadas a mutações nos genes erg2 ou erg3 (KLEPSER, 

2001). Outras fontes de resistência são o aumento da atividade da catalase celular que 

age minimizando a destruição oxidativa produzida pelos fármacos poliênicos e a 
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diminuição do conteúdo de β-1, 3-glucana que estabiliza a parede celular fúngica, 

influenciando o acesso de macromoléculas como a anfotericina B à membrana 

plasmática (LOEFFLER & STEVENS, 2002; SANGLARD, 2002). Apesar de 

quimioterapia citotóxica e severo imunocomprometimento serem, comumente, 

observados em pacientes infectados com cepas que apresentam resistência 

secundária, os fatores de risco para o desenvolvimento de resistência aos derivados 

poliênicos não estão bem definidos (KANAFANI & PERFECT, 2008;  KONTOYIANNIS 

& LEWIS, 2002). 

Diferentes mecanismos moleculares de resistência aos azoles são possíveis 

(ESPINEL-INGROFF, 2008; LOEFFLER & STEVENS, 2003). A resistência secundária 

a esses fármacos está melhor descrita em fungos leveduriformes (SANGLARD, 2002). 

Em Candida spp., a resistência pode ser resultado do aumento da expressão de 

bombas de eliminação ativa que regulam o transporte e/ou o acúmulo intracelular de 

derivados azólicos. Os transportadores ABC e os transportadores MSF são as duas 

principais bombas de efluxo encontradas nesses fungos. A super-expressão em C. 

albicans dos genes cdr1 e cdr2 codificadores dos transportadores ABC e do gene mdr1 

codificador dos transportadores MSF determimam a diminuição da susceptibilidade à 

maioria dos azólicos de uso clínico e ao fluconazol, respectivamente (MELLADO et al., 

2002; MISHRA et al., 2007). Genes funcionalmente semelhantes àqueles observados 

em C. albicans são também descritos em espécies não-albicans como cgcdr1 e pdh1 

em C. glabrata e cdcdr1 e cdcdr2 em C. dubliniensis (SANGLARD, 2002). Um 

mecanismo diretamente relacionado com resistência é a alteração estrutural da enzima 

14-α lanosterol demetilase (ERG11p) que é o sítio celular dos derivados azólicos e a 

enzima chave na síntese do ergosterol. Essa enzima é produto do gene cyp51/erg11 e 

mutações em sua seqüência levam a mudanças conformacionais da enzima, afetando 

a  afinidade com os azólics (PRASAD & KAPOOR, 2005; SANGLARD, 2002). Em C. 

krusei, esse mecanismo de resistência é de natureza primária (SANGLARD & ODDS, 

2002). O aumento da expressão do gene erg11 parece também contribuir para 

resistência aos derivados azólicos (KLEPSER, 2001). A alteração na via biossintética 

do ergosterol é outro mecanismo associado à resistência. A enzima C-5,6 esterol 

desaturase codificada pelo gene erg3 cataliza a conversão de 14-α metilfecosterol em 

14-α metil-ergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol. Esse esterol metilado tóxico é formado 

com o bloqueio de ERG11p, sendo conseqüência da atividade dos fármacos azólicos 

sobre a célula fúngica. A mutação do gene erg3 suprime o efeito tóxico e é considerado 

um mecanismo de resistência (MISHRA et al., 2007; WHITE et al., 1998). Devido a não 
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produção de ergosterol, esse mecanismo também está associado à resistência aos 

derivados poliênicos (MELLADO et al., 2002). Com a alteração da composição dos 

esteróis da membrana citoplasmática, o influxo celular de azólicos é afetado pela perda 

de fluidez e assimetria dessa organela. Este mecanismo tem sido demonstrado em 

isolados de C. albicans resistentes ao miconazol e fluconazol e C. krusei resistente ao 

itraconazol (LOEFFLER & STEVENS, 2003). 

 

1.2.3.2. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE ÀS DROGAS ANTIFÚNGICAS 

 

O surgimento de cepas resistentes, a disponibilidade de novas drogas e a 

ocorrência de falhas na quimioterapia das infecções fúngicas invasivas levaram ao 

desenvolvimento de métodos para a investigação da susceptibilidade in vitro aos 

antifúngicos (ARIKAN, 2007; SANGLARD & ODDS, 2002). A maioria desses métodos 

emprega técnicas de caldo-diluição e está baseada no cálculo da concentração 

inibitória mínima (CIM) estimado pela determinação do percentual de inibição em 

relação a um controle de crescimento (CUENCA-ESTRELLA & RODRÍGUEZ-TUDELA, 

2002). Correlações entre a CIM obtida em laboratório e a evolução clínica do paciente 

podem ser estabelecidas através dessas provas de susceptibilidade (ESPINEL-

INGROFF et al., 1998). No entanto, pelo fato de uma infecção fúngica ser um processo 

biológico dinâmico e complexo e os testes in vitro serem realizados sob uma matriz 

bem definida e relativamente simples, deve ser esperada baixa correlação entre a CIM 

(pontos de corte) e a resposta terapêutica. Por isso, a relevância clínica dos valores 

das CIM deve ser interpretada considerando criteriosamente diversos fatores 

(ESPINEL-INGROFF, 2000; FOTHERGILL et al., 2006). Os parâmetros laboratoriais 

(tamanho do inóculo, formulação do meio, tempo de incubação, temperatura de 

incubação e critérios de determinação dos pontos de corte) quando alterados podem 

introduzir importantes variações na CIM e os fatores do hospedeiro podem ter mais 

impacto sobre o comportamento da infecção do que o resultado da avaliação da 

sensibilidade  (ARIKAN, 2007; ESPINEL-INGROFF, 2000; ESPINEL-INGROFF et al., 

1998). O conceito de CIM tem provado ser extremamente útil na condução da terapia 

antibacteriana mais adequada, contudo, no contexto da terapia antifúngica, a CIM 

parece ter um maior valor como preditor de fracasso do que de sucesso (NEELY & 

GHANNOUN, 2000). 
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Como existem múltiplos fatores interferentes, a estandardização laboratorial dos 

testes de susceptibilidade é uma condição básica para assegurar a compatibilidade das 

informações (JOHNSON, 2008). Dentre os métodos de referência, distinguem-se 

aqueles recomendados pelo Clinical and Laboratory Standadards Institute – CLSI 

(anteriormente National Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS). Em 

1992, esse comitê propôs um método de referência (documento M27-P) para a 

avaliação da susceptibilidade aos antifúngicos em Candida spp. e Cryptococcus 

neoformans variedade neoformans (CLSI, 1992). O método aprovado (documento M27-

A) foi publicado em 1997 (CLSI, 1997) e versões atualizadas (documentos M27-A2, -

A3, M27-S2, -S3) foram apresentadas entre os anos de 2002 a 2008 (CLSI, 2002b; 

2005; 2008b; 2008c). Para os fungos miceliais produtores de conídios, uma proposta 

de padronização (documento M38-P) foi apresentado em 1998 (CLSI, 1998), aprovada 

(documento M38-A) em 2002 (CLSI, 2002a) e atualizada (documento M38-A2) em 

2008 (CLSI, 2008a). Esses métodos descrevem técnicas de macro e microdiluição para 

a determinação da CIM cujas principais características são a preparação do inóculo por 

espectrofotometria, RPMI a pH 7.0 como meio de cultivo, utilização de antifúngicos na 

forma de pó, leitura visual dos tubos ou placas, valores por percentual de inibição e 

recomendações para o controle de qualidade dos resultados (CUENCA-ESTRELLA & 

RODRÍGUEZ-TUDELA, 2002). Apesar desses métodos serem considerados padrão, 

importantes limitações têm sido descritas (ESPINEL-INGROFF, 2000). Com o objetivo 

de superar os problemas metodológicos, algumas modificações foram introduzidas nos 

documentos publicados pelo CLSI. Baseado no documento M27-A, o European 

Commitee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST) propôs modificações na 

determinação da CIM em leveduras fermentadoras de glicose, primariamente, Candida 

spp. (EUCAST, 2002; 2008a). Entre essas modificações, destacam-se a 

suplementação do RPMI com 2% de glicose, o aumento do tamanho do inóculo e a 

leitura espectrofotométrica (CUENCA-ESTRELLA & RODRÍGUEZ-TUDELA, 2002). Um 

método para a determinação da susceptibilidade às drogas antifúngicas de fungos 

formadores de conídios foi também proposto pelo EUCAST (EUCAST, 2008b; LARS-

FLÖRL et al., 2006, 2008) com base em modificações do documento M38-A.  

Recentemente, o CLSI publicou o documento M44-A que propõe a padronização do 

método de disco-difusão para Candida spp. frente ao fluconazol e voriconazol. A 

utilização de discos de papel contendo 25 µg de droga, Mueller-Hinton com 2% de 

glicose e 0,5µg/mL de azul de metileno como meio de cultivo e leitura por halo de 

inibição em 20 a 24 horas fazem parte do escopo desse documento (CLSI, 2004). Em 
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2007, foi apresentado um documento suplementar (M-44-S2) (CLSI, 2007). Outros 

métodos de aferição da susceptibilidade e métodos comerciais baseados em 

parâmetros do CLSI  têm sido também intensamente investigados. Dentre estes, 

ETEST, microdiluição colorimétrica, diluição em ágar, determinação da atividade 

fungicida,  citometria de fluxo e quantificação de ergosterol são os que têm 

apresentado as melhoras correlações clínicas (ARIKAN, 2007). 

Mesmo com a publicação pelo CLSI dos protocolos de referência para o método 

de diluição em caldo, a determinação dos pontos de corte tem sido estabelecida 

apenas para algumas combinações organismo-droga (CLSI, 2002b). Para a 

anfotericina B, os pontos de corte são tipicamente bem marcados e a CIM pode ser lida 

como a menor concentração da droga que inibe um crescimento visível. A metodologia 

do CLSI parece não permitir a detecção de resistência de maneira consistente, no 

entanto, se tem assumido que cepas de Candida com CIM maiores do que 1µg/mL 

provavelmente são resistentes à anfotericina B. Em Candida spp. as CIM de 

anfotericina B estão entre 0,25µg/mL e 1µg/mL. A resistência a essa droga não é usual 

e 94% dos isolados de Candida spp. são inibidos por concentrações de anfotericina B 

menores do que 1µg/mL (NEELY & GHANNOUM, 2000; PFALLER, 2000a; REX et al., 

2001). Para os derivados azólicos (fluconazol e itraconazol) e a flucitosina, os pontos 

de corte são menos definidos, ocorrendo igual turbidez para todas as concentrações da 

droga acima da CIM. Esse proeminente crescimento (trailing), a despeito da 

susceptibilidade, é decorrente do mecanismo de ação intracelular destes antifúngicos 

que permite o crescimento do microrganismo antes que inibição ocorra. A CIM para 

estas drogas pode ser estimada através da comparação visual com um controle droga-

livre diluído a 50% (CLSI, 2002b). Os pontos de corte para o fluconazol foram 

determinados com base em correlações com a candidíase orofaringeana e doença 

invasiva (Candidemia) e o itraconazol com base apenas no processo de mucosa 

(candidíase orofaringeana). Isolados inibidos por concentrações ≥64µg/mL de 

fluconazol e ≥1µg/mL de itraconazol são considerados resistentes (R) e aqueles 

inibidos por concentrações ≤8µg/mL de fluconazol e ≤0,12µg/mL de itraconazol são 

considerados sensíveis (S). CIM de fluconazol entre 16µg/mL e 32µg/mL e itraconazol 

entre 0,25µg/mL e 0,5µg/mL indicam isolados considerados susceptíveis dependente 

de dose (SDD). Nessa categoria, para que ocorra uma resposta clínica favorável, é 

necessário um nível sérico de fluconazol de 40µg/mL a 60µg/mL em doses de 

800mg/dia e de itraconazol de pelo menos 0,5µg/mL (CLSI, 2002b). Com relação ao 
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fluconazol, os pontos de corte do EUCAST diferem daqueles  propostos pelo CLSI: S: 

<2 µg/mL e R: >4µg/mL (EUCAST, 2007). Baseado na distribuição das CIM em uma 

extensa população de organismos e na farmacocinética da droga, o CLSI sugeriu 

pontos de corte para a flucitosina. Isolados com CIM de ≤4µg/mL são considerados 

sensíveis; aqueles com CIM ≥32µg/mL são definidos como resistentes e os isolados 

com valores de concentração entre 8µg/mL e 16µg/mL são classificados como 

intermediários, não sendo claramente sensíveis ou resistentes à droga (CLSI, 2002b). 

No caso do teste de susceptibilidade por difusão em disco para fluconazol, a 

interpretação dos resultados está associada ao diâmetro da zona de inibição. De 

acordo com a proposta do CLSI, isolados de Candida spp. com diâmetro ≥19 mm são 

classificados como sensíveis, isolados com diâmetros ≤14mm são considerados 

resistentes e isolados com diâmetro entre 15mm e 18mm são designados dose-

dependente. Uma correlação com as CIM encontradas para o fluconazol pelo método 

de diluição em caldo foi estabelecida (CLSI, 2004). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

A tese tem como objetivo contribuir para o conhecimento sanitário-epidemiológico 

das infecções fúngicas hospitalares através do estudo retro-prospectivo e analítico-

descritivo de isolados clínicos de Candida, Cryptococcus, Rhodotorula  e 

Trichosporon provenientes de culturas de sangue e outros sítios anatômicos de 

pacientes hospitalizados na região do estado do Rio de Janeiro.  

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Identificar em nível de espécie os isolados de Candida, Cryptococcus, Rhodotorula 

e Trichosporon recuperados de amostras clínicas através de métodos morfológicos, 

cromogênicos e bioquímicos;  

 

• Confirmar molecularmente a identificação dos isolados clínicos, utilizando a técnica  

de multiplex-PCR; 

 

• Traçar e comparar o perfil de susceptibilidade dos isolados clínicos frente a 

fluconazol, itraconazol e anfotericina B, empregando a metodologia de microdiluição 

em caldo e a metodologia de difusão em ágar, segundo protocolos de referência. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. MICRORGANISMOS 

 

Foram estudadas 113 cepas fúngicas (108 Candida spp., 02 Cryptococcus 

humicolus, 02 Rhodotorula glutinis e 01 Trichosporon sp.) provenientes de 100 

pacientes adultos e pediátricos hospitalizados em serviços de saúde no estado do Rio 

de Janeiro e isoladas no período de 2002 a 2007. Os isolamentos fúngicos foram feitos 

no Setor de Micologia do Laboratório Central de Saúde Pública Noel Nutels (LCNN), 

responsável pelo serviço de diagnóstico laboratorial para 16 hospitais do Sistema 

Público de Saúde do Estado do Rio de Janeiro, no Setor de Patologia Clínica do 

Instituto Estadual de Hematologia Artur da Siqueira Cavalcanti (HEMORIO), no 

Laboratório de Patologia Clínica do Hospital Universitário Gaffré e Guinle da 

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), no Laboratório de 

Bacteriologia do Instituto de Pediatria e Puericultura da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (UFRJ), no Laboratório de Bacteriologia e Micologia do Instituto Biológico do 

Exército (IBEx) e Hospital Central do Exército (HCE) e no Laboratório de Análises 

Clínicas do Hospital Adventista Silvestre do Rio de Janeiro. A reavaliação da 

identificação dos isolados clínicos do gênero Candida foi realizada no Laboratório de 

Micologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade 

de Farmácia da UFRJ.  

 

3.2. IDENTIFICAÇÃO E  PRESERVAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

3.2.1. IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA 

 

A  determinação da pureza e identificação preliminar dos isolados de Candida 

spp. enviados ao Laboratório de Micologia Clínica em tubos de ensaio com ágar de 

Sabouraud dextrosado foi procedida em meio CHROMagar-Candida (Probac, Brasil). A 

partir de subcultivos neste meio foi possível identificar C. albicans, C. tropicalis,  C. 

krusei. Fragmentos destas culturas foram suspensos em  tubos de ensaio 

(13mmX100mm) com 5,0mL de água destilada estéril e, em seguida, foram inoculadas 

por esgotamento em placas de Petri (90mmX15mm) contendo o ágar cromogênico.  

Estas placas foram, então, incubadas por 24-48 horas à temperatura de 37º C. Através 
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da visualização da produção de substâncias cromogênicas no meio (verde: C. albicans, 

azul-cobalto: C. tropicalis,  rosa: C. krusei) foi feita a identificação (ODDS & 

BERNAERTS, 1994).  Colônias  isoladas de cada espécie foram, posteriormente, 

subcultivadas para ágar batata dextrosado (Oxoid, Hampshire, England) em tubos de 

ensaio e incubadas à temperatura de 37o C por um período de 24 horas para posterior 

identificação morfológica, bioquímica e molecular. As culturas que apresentaram 

contaminação foram purificadas por subcultivo de colônias compatíveis com a 

identificação informada pelo laboratório de origem. 

 

3.2.2. IDENTIFICAÇÃO MORFOLÓGICA 

 

3.2.2.1 PROVA DO TUBO GERMINATIVO 

 

A produção de tubo germinativo foi verificada pela técnica descrita por 

Taschadjian  et al. (1960). Isolados purificados de Candida spp. foram inoculados em 

5,0mL de soro humano contido em tubos de ensaio e incubados à 37oC por até 3h.  A 

observação em microscópio óptico [marca Olympus (Tokyo, Japão), modelo BX-41], 

com objetiva de 40X, de projeções alongadas que surgem como hifas nas células de 

leveduras, foi considerado positivo para tubo germinativo e, por isso, sugestivo de C. 

albicans. 

 

3.2.2.2. MICROCULTIVO EM LÂMINA 

 

 A formação de micélio verdadeiro, pseudo-micélio e estruturas de resistência foi  

observada pela técnica de Dalmau (1929). Cada isolado purificado de Candida spp. foi 

semeado de maneira a formar  3 estrias paralelas sobre a superfície do ágar milho 

(Oxoid, Hampshire, England) com 1% de tween 80 (Isofar, RJ, Brasil) contido em 

placas de Petri. Estas estrias foram cobertas com lamínulas (24mmX24mm) estéreis e, 

em seguida, as placas de Petri foram incubadas à temperatura de 37o C por 48-96 

horas. A leitura por microscopia óptica com aumento de 40X foi procedida para a 

verificação da produção de clamidósporos. Havendo a produção destas estruturas de 

resistência, os isolados foram considerados  como C. albicans.  
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3.2.3. IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA 

 

 As provas bioquímicas foram realizadas utilizando o equipamento 

automatizado VITEK (BioMérieux, França) que emprega cartões para a identificação de 

leveduras. Estes cartões contêm 30 poços, sendo que destes, 26 contêm caldos 

bioquímicos e quatro contêm caldos de controle negativo. Disponíveis neste sistema 

estão a galactose, lactose, sacarose, maltose, celobiose, metil-D-glicosídeo, xilose, 

arabinose, trealose, melezitose, rafinose, xilitol, dulcitol, adonitol, palatinose, glicerol, 

sorbitol, eritritol, melibiose, glicose, inositol, 2-ceto-D-gluconato e N-acetil-D-

glicosamina. Além disto, há meios contendo ainda cicloheximida, nitrato e uréia. A 

metodologia de identificação baseia-se nos métodos bioquímicos estabelecidos por 

Wickerham (1975) e Wickerham & Burton (1948). O inóculo, incubação e leitura dos 

cartões foram procedidos de acordo com as especificações do fabricante. Culturas 

puras semeadas por esgotamento em placas de Petri contendo ágar batata dextrosado 

e incubadas à 37º C por 24 horas foram utilizadas. Subsequentemente, colônias 

isoladas foram suspensas em tubos de ensaio (12X75mm) contendo 1,8mL de água 

estéril a 0,5% (pH 7,0) para produzir  um inóculo visualmente equivalente ao padrão no. 

2 da Escala de McFarland.  Os cartões de identificação foram preenchidos com este 

inóculo, selados e incubados em incubadora offline à 30º C por 24 horas. Após o 

período de incubação, foi feita a leitura dos resultados por automação em 

leitora/incubadora, empregando o software VITEK, (BioMerieux, França). Este software 

determina se um poço é positivo com base na diferença de quantidade de luz 

transmitida através do poço com substrato e do poço-controle negativo correspondente. 

A diferença na transmissão de luz indica o crescimento. Ao término da análise dos 

perfis bioquímicos, o equipamento imprimiu um relatório de identificação para cada 

cartão. O grau de certeza de identificação foi dado por percentuais de probabilidade. 

Em alguns casos, foi sugerido pelo software VITEK uma outra incubação à 30º C, por 

mais 24 horas, para uma nova leitura em 48º C, bem como testes bioquímicos e 

morfológicos suplementares. A identificação foi considerada correta e completa quando 

os percentuais de probabilidade foram ≥85% e não havia a solicitação de testes 

suplementares. De outro modo, a identificação foi considerada incompleta. Esta foi 

também considerada incompleta, se testes suplementares foram solicitados, mesmo 

com percentuais de probabilidade ≥85%. 
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3.2.4. PRESERVAÇÃO DOS ISOLADOS CLÍNICOS 

 

Com pureza e identidade confirmadas, os isolados clínicos foram semeados em 

ágar batata dextrosado (Oxoid, Hampshire, England) em tubos de ensaios e incubados 

à temperatura de 37o C por um período de 24-48 horas. Em seguida, essas amostras 

foram preservadas em skim milk a 10% em tubos de microcentrifugação de 2,0mL 

(Eppendorf, Alemanha) à temperatura de -20oC (CODY et al., 2008), para posterior uso 

em provas moleculares e teste de susceptibilidade aos antifúngicos.   

 

3.2.5. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

 

 Os isolados fúngicos preservadas em skim milk a 10% foram reativadas por 

subcultivos em ágar batata dextrosado (BDA) (Oxoid, Hampshire, England) contido em 

placas de Petri que foram incubadas por um período de 24-48 horas à temperatura de 

37o C.  

 Para a identificação molecular dos isolados clínicos de Candida spp. pela técnica 

de  multiplex-PCR foi empregado o protocolo  definido por Carvalho et al. (2007a)  que 

teve como base a amplificação de dois fragmentos das regiões Internal Transcribed 

Spacer 1 (ITS 1) e 2 (ITS 2) do DNA ribossômico (DNAr) através da combinação de 

dois iniciadores fungo-específicos e 8 espécie-específicos,  descritos por Trost et al. 

(2004), em uma simples reação de PCR. 

 

3.2.5.1. CEPAS DE REFERÊNCIA 

 

Como no caso dos isolados clínicos, as cepas de referência empregadas na 

avaliação molecular foram igualmente preservadas em skim milk a 10% à  temperatura 

de  -20º C (CODY et al., 2008) até seu uso. Para os ensaios com DNA, foram utilizadas 

as seguintes cepas de referência: 

 

• Candida albicans  -  INCQS 40071 (ATCC 18804) 

• Candida dubliniensis  –  INCQS 40172  (ATCC MY A646) 

• Candida glabrata  -  INCQS 40136  (ATCC 2001) 

• Candida guilliermondii  –  INCQS 40037  (ATCC 6260) 

• Candida lusitaniae  -  INCQS 40137 (ATCC 34449) 
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• Candida krusei  –  INCQS 40095 (ATCC 34135) 

• Candida parapsilosis  – INCQS 40038  (ATCC 22019) 

• Candida tropicalis  –  INCQS 40042 (ATCC 13803) 

 

3.2.5.2. EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO  

 

O DNA genômico das cepas de referência e das cepas clínicas foi extraído com 

o emprego do reagente comercial DNAzol (Invitrogen, EUA), de acordo com as  

instruções do fabricante.  Com uma alça bacteriológica estéril foram retiradas 05 

colônias da placa de Petri  (BDA, 37º C, 24-48h.) utilizada para reativação das culturas 

preservadas em skim milk e transferidas para tubos de microcentrifugação estéreis de 

1,5mL. Em seguida, 1,0mL de DNazol foi adicionado ao tubo contendo a massa 

fúngica. Para a lise das células de levedura em suspensão, esta foi aspirada 

suavemente para dentro e fora de uma pipeta estéril repetidas vezes. Este material foi 

centrifugado por 10 minutos a 10.000 x g à temperatura de 4º C para remoção do RNA 

e polissacarídeos do lisado. Após a centrifugação, o sobrenadante foi transferido para 

um novo tubo de microcentrifugação estéril e 0,5mL de etanol 100% foi adicionado para 

a precipitação do DNA. Por inversão do tubo, o DNA foi misturado ao etanol e esta 

mistura foi mantida em repouso por 3 minutos à temperatura ambiente. O DNA em 

suspensão foi retirado com o auxílio de uma ponteira plástica estéril e trasferido para 

outro tubo de microcentrifugação estéril. Este tubo foi deixado invertido durante 01 

minuto para a decantação da amostra.  Uma dupla  lavagem do DNA foi realizada com 

a adição de 1,0mL de etanol 75%. Em cada uma das lavagens, o DNA foi suspenso em 

etanol por inversão do tubo e, ao final, este foi deixado na posição vertical durante 01 

minuto para a deposição do material genômico em sua base e remoção do 

sobrenadante com pipeta. Após a retirada do etanol pela segunda vez, os tubos foram 

deixados abertos por 15 segundos para a secagem do DNA e adição de 0,3mL de 

NaOH 8mM. Este DNA solubilizado em NaOH foi estocado sob refrigeração à 

temperatura de  – 20º C para posterior amplificação.  
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3.2.5.3. INICIADORES 

 

Os iniciadores universais fungo-específicos (RW Genes, Brasil) utilizados para 

amplificar as regiões ITS1 e ITS2 do DNAr de todas as amostras de leveduras 

ensaiadas foram:   
 

• UNI1  -  5’-GTCAAACTTGGTCATTTA-3’ 

• UNI2  -  5’-TTCTTTTCCTCCGCTTATTGA-3’ 

 

Os iniciadores espécie-específicos (RW Genes, Brasil) desenhados com base 

na seqüência de nucleotídeos das regiões ITS1 e ITS2 de cada uma das 8 cepas de 

referência  e utilizados para amplificar especificamente o DNA destas cepas e dos 

isolados clínicos de Candida  taxonomicamente relacionados foram: 
 

• Calb   (Candida albicans)  –  5’-AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA-3’ 

• Cdub  (Candida dubliniensis)  –  5’- CTCAAACCCCTAGGGTTTGG-3’ 

• Cgla   (Candida glabrata)  -  5’-TTGTCTGAGCTCGGAGAGAG-3’  

• Cgui   (Candida guilliermondii)  – 5’-TTGGCCTAGAGATAGGTTGG-3’ 

• Ckru   (Candida krusei)  –  5’-CTGGCCGAGCGAACTAGACT-3’ 

• Clus   (Candida lusitaniae)  –  5’-TTCGGAGCAACGCCTAACCG-3’ 

• Cpar   (Candida parapsilosis)  –  5’-GTCAACCGATTATTTAATAG-3’ 

• Ctrop  (Candida tropicalis)  –  5’-GATTTGCTTAATTGCCCCAC-3’ 

 

3.2.5.4. AMPLIFICAÇÃO POR MULTIPLEX-PCR 

 

O DNA extraído foi utilizado na reação de PCR, visando à amplificação de 

segmentos de DNAr contendo as regiões ITS1 e ITS2 e o gene 5.8S (figura 1). Para 

cada reação de PCR foram utilizados tampão de amplificação 0,8X [160mM (NH4)2SO4, 

670mM Tris-HCl (pH 8,8)] (Gibco BRL, EUA),  3,5mM MgCl2, mistura de dNTP (dATP, 

dCTP, dGTP e dTTP: 200µL cada), mistura de iniciadores (UNI1 e UNI2: 0,55µM cada, 

Cgui: 0,05µM, Calb e Ckru: 0,15µM, Cgla, Ctro e Clus: 0,2µM cada, Cpar: 0,3µM, 

Cdub: 0,4µM), 1U taq DNA polimerase (Gibco BRL, EUA),  DNA alvo (2µl/50ng)  e  

água milli-Q para completar 20µl da mistura. Todos os reagentes foram mantidos sob 

refrigeração em gelo e dispensados em tubos de microcentrifugação de 500 µL na 

seqüência descrita acima. Os tubos de microcentrifugação foram posicionados no 
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aparelho termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer Corporation, 

Norwalk, CT, USA) que foi programado para um ciclo de 95o C por 3 minutos, 40 ciclos 

de 94o C por 15 segundos, 55o C por 30 segundos, 65o C por 45 segundos e um ciclo 

final de 94o C por 10 minutos. Os microtubos contendo DNA amplificado foram 

mantidos em freezer à temperatura de –20o C até o momento da eletroforese em gel de 

agarose.  

 

3.2.5.5. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 

 

Alíquotas de 10µl de cada produto amplificado foram separadas por eletroforese 

em gel de agarose 2%. O tempo de corrida foi de 2h30 sob uma tensão de 250 V. Após 

a eletroforese, o gel foi banhado em solução de brometo de etídio na concentração de 

0,5µg/mL para coloração das bandas geradas e exposto à luz ultra-violeta no 

comprimento de onda de 310nm em transiluminador, sendo as imagens documentadas 

através de sistema fotográfico digital. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Estratégia de ação da multiplex-PCR. Organização dos  genes ribossomais fúngicos 

com  a indicação dos alvos dos iniciadores universais e espécie-específicos (CARVALHO et 

al, 2007a). 
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3.2.5.6.  INTERPRETAÇÃO DE RESULTADOS 

 

 A identificação dos isolados clínicos de Candida spp. foi procedida pela 

comparação da disposição de bandas no gel de agarose destes isolados  com as 

bandas das cepas de referência. A coincidência de posição entre as bandas indica que 

o isolado clínico é igual ao padrão, cuja identidade é conhecida, o que permite sua 

determinação. 

 

3.3. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS 

 

 Na avaliação das susceptibilidades foram utilizados dois antifúngicos azólicos: 

fluconazol (Pfizer Incorporated, N.Y., USA) e itraconazol (Janssen Pharmaceutica, 

Titutsville, N.J., USA) e um derivado poliênico: anfotericina B (Sigma Chemical 

Corporation, St. Louis, MO, USA). Apenas drogas sob a forma de referência em pó 

fornecidas pelos fabricantes foram empregadas. O armazenamento dos fármacos 

antifúngicos foi feito em dessecador a temperatura de 4-8o C por um período de até 24 

meses. 

 A susceptibilidade dos isolados de Candida spp. ao fluconazol, itraconazol e 

anfotericina B foi estabelecida pelo método de microdiluição em caldo de acordo com 

os documentos M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI dos 

Estados Unidos da América (CLSI, 2002b) e E.Dis-7.1 do European Committee for 

Antimicrobial Susceptibility Testing da União Européia (EUCAST, 2002).  A 

susceptibilidade para fluconazol pelo método de difusão em ágar  foi  estabelecida 

conforme o documento M44-A do CLSI (CLSI, 2004). Para itraconazol e anfotericina B, 

a susceptibilidade pelo método de difusão em ágar foi estabelecida segundo a bula do 

kit comercial CECON. Como controle de qualidade da atividade antifúngica dos 

fármacos testados, foram incluídas em cada ensaio Candida albicans ATCC 90028 e 

Candida parapsilosis ATCC 22018 como organismo-controle, uma vez que as CIM para 

esses microrganismos são previamente conhecidas (CLSI, 1997). 
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3.3.1. MÉTODO DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO 

 

3.3.1.1. PROTOCOLO CLSI/M27-A2 (CLSI, 2002b) 

 

� PREPARO DAS SOLUÇÕES-ESTOQUE 

 

 Soluções estoques de itraconazol e anfotericina foram preparadas 

separadamente por solubilização do pó de cada uma dessas drogas em 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Isofar, RJ, Brasil) para obter uma concentração de 

1600µg/mL. Para a preparação da solução estoque de fluconazol à concentração de 

1280µg/mL, o pó da droga foi solubilizado em água destilada estéril. Para o preparo 

das diluições seriadas, alíquotas de 1,1mL foram feitas a partir das soluções estoques 

e armazenadas a –20o C em frascos de polipropileno estéreis por um período de até 3 

meses.  

 

� PREPARO DO MEIO DE CULTIVO 

 

 Para a avaliação da susceptibilidade foi empregado o meio RPMI 1640 (Roswell 

Park Memorial Institute 1640) com L-glutamina, sem bicarbonato de sódio e tamponado 

com ácido morfolinopropanosulfônico-MOPS (Angus Buffers & Biochemicals, Niágara 

Falls, NY, USA) e pH 7,0. Esse meio foi diluído em água destilada estéril na 

concentração de 46,5g/L e esterilizado por filtração em filtro biológico (Nalgene 

Company, Rochester, N.Y., USA). O armazenamento do meio foi feito em frascos de 1 

litro sob  refrigeração a 4o C por no máximo 3 semanas. 

 

� PREPARO DAS DILUIÇÕES 

 

 Para os antifúngicos não solúveis em água (itraconazol e anfotericina B) foi 

utilizado DMSO (Isofar, RJ, Brasil) como diluente. A partir da solução estoque dessas 

drogas (1600µg/mL), preparou-se  inicialmente as 10 diluições seriadas em DMSO a 

uma concentração 100 vezes superior a concentração final de ensaio (1600µg/mL-

3,12µg/mL) (figura 2). Em seguida, realizou-se uma diluição a 1:50 em RPMI-1640, 

produzindo uma concentração de antifúngico duas vezes a concentração final de 

ensaio (32µg/mL-0,06µg/mL) (figura 3). Para as drogas solúveis em água (fluconazol), 
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o diluente empregado foi o RPMI-1640. Do mesmo modo, a partir da solução estoque 

(1280µg/mL), preparou-se a série de 10 diluições a uma concentração 10 vezes 

superior à concentração final de ensaio (640µg/mL-1,25µg/mL) (figura 4). 

Consecutivamente, uma diluição a 1:5 foi realizada acrescentando RPMI-1640 às 10 

diluições seriadas, o que produziu uma concentração 2 vezes superior à concentração 

de ensaio (128µg/mL-0,25µg/mL) (figura 5).  

 Placas de microtitulação plásticas de fundo chato esterilizadas (Falcon 3072, 

Becton Dickinson, Lincoln Park, N.J.) contendo 8 linhas (identificadas de A à H) com 12 

poços cada uma (96 poços no total) e 12 colunas (numeradas  01 à 12) foram utilizadas 

nos testes de susceptibilidade. Anteriormente à realização dos testes, as placas  foram 

preenchidas com as 10 séries de diluições de antifúngicos com concentrações 2 vezes 

mais elevadas do que a concentração de ensaio. Aliquotas de 100µl dessas diluições  

foram dispensadas dentro dos poços entre as colunas 02 e 11 das placas de 

microtitulação. Os poços da coluna 01 foram preenchidos com 200µl de RPMI-1640 

para controle de esterilidade (CE) e os poços da coluna 12 foram preenchidos com 

100µl de RPMI-1640 ou 100µl de RPMI-1640 com DMSO 2% para controle de 

crescimento (CC). Após o envase, as placas  foram fechadas e embaladas em papel  

de acetato ou parafilm (American Paper Inc., USA) e refrigeradas a –20o C até o 

momento de uso. 

 

� PREPARO DO INÓCULO 

 

 A partir de cultivos em ágar de Sabouraud dextrosado (Oxoid, Hampshire, 

England) a 35o C por 24 horas, foram suspensas 5 colônias com diâmetro de 1mm em 

solução salina estéril a 0,85% (figura 6). A transmitância dessa suspensão foi ajustada 

para 70% em comprimento de onda de 530nm em espectrofotômetro (CELM, SP, 

Brasil), o que corresponde aproximadamente a 1-5X106 UFC/mL. Para produzir uma 

concentração celular entre 1-5x103UFC, essa suspensão foi ainda diluída a 1:1000 em 

RPMI-1640. A inoculação das placas com antifúngicos foi procedida utilizando essa 

última diluição (solução balanceada inóculo-RPMI-1640) (figura 7) 
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� EXECUÇÃO DO TESTE DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO 

 

 Para a realização das provas, as placas de microtitulação foram retiradas da 

refrigeração e mantidas por 30 minutos em estufa a 35o C. Em seguida, alíquotas de 

100µl da solução balanceada inóculo-RPMI-1640 foram dispensadas nos poços entre 

as colunas 02 e 12, levando a concentração dos antifúngicos para a concentração final 

de ensaio, ou seja, 16µg/mL-0,03µg/mL para drogas não solúveis em água e 64µg/mL-

0,12µg/mL para drogas solúveis. Após a inoculação, as placas fechadas foram 

incubadas em estufa a 35o C por até 48 horas. 

 

� LEITURA DOS RESULTADOS 

 

 No momento da leitura, o crescimento de microrganismos do poço-controle 

(número 12) foi comparado visualmente ao crescimento dos outros poços com as 

diferentes concentrações testadas (poços 02 a 11). Para tanto, as placas foram 

colocadas em suporte contendo um espelho para que fosse possível a observação do 

reverso das mesmas. A menor concentração capaz de induzir proeminente inibição do 

crescimento da levedura testada em relação ao poço-controle foi considerada, então, 

como a concentração inibitória mínima (CIM) do antifúngico. Para os azólicos, a CIM 

correspondeu ao primeiro tubo que apresentou uma inibição de crescimento ≥50%, 

comparativamente ao poço-controle (CLSI, 2002b; 2008b). Relativamente à 

anfotericina B, a CIM correspondeu ao primeiro poço que apresentou uma inibição 

completa do crescimento (100%). O significado dos valores de CIM obtidos para as 

drogas azólicas testadas frente às diferentes cepas de leveduras (anexo 3) foi definido 

conforme o documento M27-A2 (CLSI, 2002b; 2005).  Todavia, para a anfotrericina B, a 

análise dos resultados obtidos pela técnica de microdiluição em caldo  foi feita com 

base em trabalhos de Pfaller et al. (1994),  Rex et al. (1995) e Wanger et al. (1995) que  

relataram que valores elevados de CIM (>1µg/mL ou ≥2µg/mL), possivelmente, 

indicariam cepas resistentes aos poliênicos entre os representantes de Candida spp.  

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 2.  Esquema para as diluições de antifúngicos insolúveis em água. Diluente DMSO (PEMÁN et al., 2001). 
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CONCENTRAÇÃO FINAL DEPOIS DE INOCULAR: 16 – 0,03 µg/ml

PREENCHER 4,9 ml RPMI

 
Figura 3. Preenchimento das placas de microdiluição com  a solução de antifúngicos 

insolúveis em água (PEMÁN et al., 2001). 
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Figura 4. Esquema para as diluições de antifúngicos solúveis em água. Diluente RPMI (PEMÁN et al., 2001). 
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ADICIONAR EM TODOS OS TUBOS 4 ml RPMI

PREENCHER OS POÇOS COM 100 µl

CONCENTRAÇÃO FINAL DEPOIS DE INOCULAR: 64 – 0,12 µg/ml

 
Figura 5.  Preenchimento das placas de microdiluição com a solução de antifúngicos 

solúveis em água (PEMÁN et al., 2001). 
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SALINA ESTÉRIL – 5,0ml

MICRODILUIÇÃO

1:1000

(1-5 X 103 UFC/ml)

COLETAR 4-5 COLÔNIAS

 
Figura 6.  Preparação do inóculo de leveduras pela metodologia do CLSI (PEMÁN 

et al., 2001). 
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100µlRPMI 
200µl

MICRODILUIÇÃO

1:1000

(1-5 X 103 UFC/ml)

INÓCULO

 
 

 
Figura 7.  Inoculação das placas de microdiluição pela metodologia do CLSI  (PEMÁN et al., 2001). 

CE controle de esterilidade, CC controle de crescimento. 
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3.3.1.2. PROTOCOLO EUCAST /E.Dis.7.1  (EUCAST, 2002) 

 

 A metodologia do European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST) para a avaliação da susceptibilidade de isolados clínicos de Candida frente 

aos antifúngicos de uso sistêmico segue o protocolo recomendado pelo documento 

CLSI 27-A2, fundamentalmente, no que tange ao preparo das diluições (figuras. 2 a 7). 

As diferenças que caracterizam a metodologia do EUCAST podem ser sumarizadas: 

 

� PREPARO DO MEIO DE CULTIVO: meio RPMI-1640 suplementado com 2% de 

glicose. 

 

� PREPARO DO INÓCULO: inóculo ajustado em 1-5x105 (figura 8).  A inoculação 

das placas com antifúngicos foi procedida utilizando esta maior densidade celular 

(figura 9). 

 

� TEMPO DE INCUBAÇÃO: placas seladas incubadas em estufa à temperatura de 

35o C por 24 horas. 

 

� LEITURA DOS RESULTADOS: Leitura espectrofotométrica em leitor de 

microplacas (Termoplate, Brasil) ajustado para um comprimento de onda de 530nm. O 

aparelho foi programado para a coluna 1 (CE) ser o branco dos reagentes. O valor da 

densidade óptica (DO) do poço 12 (CC) com 100% de crescimento foi utilizado para 

calcular a inibição. Para os derivados azólicos, a CIM foi a concentração de antifúngico 

com valor de DO ≥50% do valor de DO lido no poço 12. Para anfotericina B, a 

metodologia do EUCAST determina 90% de inibição em relação ao controle. Desta 

forma, o valor da CIM para  anfotericina B foi a concentração de antifúngico com valor 

de DO igual a 90% do valor de DO lido no poço 12. O significado dos valores de CIM 

obtidos foram definidos (anexo 4) apenas para o fluconazol em relação à C. albicans, 

C. parapsilosis e C. tropicalis (EUCAST, 2007). No entanto, o significado dos valores 

de CIM obtidos para fluconazol em relação às outras espécies de Candida e itraconazol 

ainda não foram definidos pelo Comitê Europeu. Neste caso, para a avaliação das 

susceptibilidades, foram empregadas as diretrizes interpretativas (anexo 3) 

estabelecidas no documento M27-A2 do CLSI (CLSI, 2002). Objetivando estabelecer 

comparações com EUCAST, foram também utilzadas para C. albicans, C. parapsilosis 

e C. tropicalis as diretrizes interpretativas para fluconazol (anexo 3) definidas no 
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documento M27-A2 do CLSI (CLSI, 2002). Com respeito à anfotericina B, a avaliação 

dos resultados foi também realizada a partir dos  estudos de Pfaller et al. (1994), Rex et 

al. (1995) e Wanger et al. (1995), onde valores elevados de CIM (>1µg/mL ou ≥2µg/mL) 

indicariam cepas resistentes. 
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1000µl

9,0ml
RPMI

SALINA ESTÉRIL – 5,0ml

MICRODILUIÇÃO

1:10

(1-5 X 105 UFC/ml)

COLETAR 4-5 COLÔNIAS

 
 

Figura 8. Preparação do inóculo de leveduras pela metodologia do EUCAST (Adaptado 

de PEMÁN et al., 2001). 
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100µl

MICRODILUIÇÃO

1:10

(1-5 X 105 UFC/ml)

9,0 ml
RPMI

INÓCULO

RPMI 
200µl

 
 
 

Figura 9. Inoculação das placas de microdiluição pela metodologia do EUCAST (modificado de Pemán et 

al., 2001). CE controle de esterilidade, CC controle de crescimento. 
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3.3.2. MÉTODO DE DIFUSÃO EM ÁGAR 

 

3.3.2.1. PROTOCOLO CLSI/M44-A (CLSI, 2004) 

 

� DROGA ANTIFÚNGICA 

 

 Para a avaliação das susceptibilidades foi utilizado o fluconazol em disco de 

papel de filtro (CECON, Brasil). O armazenamento dos discos contendo 25µg de droga 

a ser testada foi feito sob congelameto a –20o C por um período de até 6 meses. 

 

� PREPARO DO MEIO DE CULTIVO 

 

 O meio de cultivo empregado para realização da prova de disco-difusão  foi o 

ágar Mueller-Hinton (Oxoid, Hampshire, England) suplementado com 2% de glicose 

(Oxoid, Hampshire, England) e 0,5µg/mL de azul de metileno (Vetec, RJ, Brasil) e pH 

7,2-7,4. O meio foi preparado segundo a recomendação do fabricante e dispensado em 

placas de Petri. Placas embaladas com papel de acetato foram acondicionadas sob 

refrigeração à temperatura de 4-8o C. 

 

� PREPARO DO INÓCULO 

 

 A partir de cultivos em ágar de Sabouraud dextrosado (Oxoid, Hampshire, 

England) a 35o C por 24 horas, foram suspensas 5 colônias com diâmetro de 1mm em 

solução salina estéril a 0,85% (figura 10). A transmitância dessa suspensão  foi 

ajustada para 90% em comprimento de onda de 530nm em espectrofotômetro (CELM, 

SP, Brasil), o que correspondeu aproximadamente a 1-5X106 UFC/mL.  

 

� EXECUÇÃO DO TESTE DE DIFUSÃO EM DISCO 

 

 No momento da execução dos testes, os discos de papel de filtro contendo o 

antifúngico  foram retirados do freezer e mantidos por 2 horas à temperatura ambiente 

para o descongelamento. Para a coleta de uma alíqüota do inóculo, um swab estéril foi  

introduzido na suspensão de leveduras, embebendo pesadamente as fibras de algodão 

do swab e pressionado firmemente contra as paredes do tubo de ensaio, para a 

retirada do excesso. A inoculação das placas de Petri com ágar Mueller-Hinton foi feita 
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pela técnica do esgotamento em estria com rotação da placa em ângulos de 60o por 

três vezes (figura 10). Em seguida, os discos contendo o antifúngico a ser ensaiado 

foram aplicados manualmente com o auxílio de uma pinça de metal estéril por 

deposição sobre o ágar, fazendo-se uma suave compressão, em seguida. Após 15 

minutos da deposição dos discos no meio, as placas foram incubadas de forma 

invertida à 35o C por 24-48 horas. Conforme recomendado no documento M44-A do 

CLSI (CLSI, 2004). 

 

� LEITURA DOS RESULTADOS 

 

 Após o período de incubação de 24-48 horas, foi procedida a leitura dos 

resultados. A visualização dos halos de inibição produzidos foi feita sob iluminação 

contra um fundo escuro e mensurado com paquímetro digital (Mitotoyo, Japão). O 

significado dos valores de CIM obtidos para a droga azólica testada (anexo 5) foi 

definido conforme os documentos M 44-A  e  M44-S2 (CLSI, 2004, 2007). 
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INÓCULO
COLETAR 4-5 COLÔNIAS

SALINA ESTÉRIL – 5,0ml

AGAR MÜLLER-HINTON

2% GLIC0SE + 0,5µg/ml AZUL METILENO

TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE

SEMEAR POR 
ESGOTAMENTO

AGAR MÜLLER-HINTON

2% GLIC0SE + 0,5µg/ml AZUL METILENO
24-48h a 35oC  

 

 
 
Figura 10. Protocolo M44-A para avaliação da susceptibilidade ao fluconazol 

(Adaptado de PEMÁN et al. 2008). 
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3.3.2.2. PROTOCOLO CECON 

 

A avaliação da susceptibilidade dos isolados clínicos de Candida spp. frente ao 

itraconazol e à anfotericina B pelo método de difusão em ágar foi reallizada  de acordo 

com as  recomendações do kit comercial utilizado (CECON, Brasil) que inclui a 

utilização de parte do protocolo descrito no documento M44-A do CLSI (CLSI, 2004). O 

preparo do inóculo e do meio de cultura, bem como a execução geral do teste foram 

procedidos como no documento M44-A (figura 10), contudo, diferentemente deste, 

foram empregados discos de papel de filtro contendo, separadamente, 10µg de 

itraconazol e 100µg de anfotercina B nos ensaios de susceptibilidade. Após um 

período de incubação de 24 horas, a leitura dos resultados foi realizada por 

mensuração dos halos de inibição com paquímetro digital. Para a interpretação desses 

resultados (anexo 6),  foi utilizada as informações contidas na bula do kit comercial.  

 

3.3.3. ANÁLISE COMBINADA DE RESULTADOS DAS CIM 

 

 O resultado das CIM obtidas pelos três métodos foi avaliado segundo 3 

características de distribuição: (1) variação dos valores, representando os limites 

inferior e superior das CIM de cada antifúngico referente às diferentes espécies de 

leveduras testadas, (2) CIM50 definida como a concentração inibitória mínima da droga 

capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas e (3) CIM90 definida como 

a concetração inibitória mínima da droga capaz de inibir o crescimento de 90% das 

amostras testadas. A análise da correlação pareada entre as CIM obtidas para cada 

droga referente aos isolados clínicos testados foi procedida. 

 

3.3.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 O coeficiente de correlação intraclasse (CCI) para as CIM obtidas pelas 

diferentes metodologias foi calculado pelo programa SPSS versão 11.0 (SPSS S.L., 

Madrid, España). 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. MICRORGANISMOS 

 

Os 113 isolados fúngicos avaliados no presente trabalho foram recuperados de 

100 pacientes provenientes de diferentes estabelecimentos de saúde do estado do Rio 

de Janeiro entre 2002 e 2007. Relativamente às características demográficas (tabela 

1), 47 desses pacientes eram do sexo masculino e 37 do sexo feminino. Não foi 

possível, todavia, a determinação do sexo para 16 pacientes. A faixa etária variou de 0 

a 104 anos e a maioria dos pacientes era jovem, apresentando idade entre 0 a 20 anos 

e 21 a 40 anos. A média geral de idade foi de 23,3 anos. Para 29 pacientes, não foi 

também possível a definição da idade. As principais patologias de base e fatores de 

risco identificadas foram, entre outras, a doença falciforme, leucemia linfóide aguda, 

leucemia mielóide aguda e síndrome da imunodeficiência adquirida.  

 

4.1.1. PREVALÊNCIA DOS ISOLADOS FÚNGICOS 

 

Os isolados fúngicos foram obtidos dos seguintes espécimens clínicos: abscesso 

subcutâneo, cateter venoso central, lesão de conduto auditivo externo, coprocultura, 

escarro, ferida cirúrgica, hemocultura, lavado brônquico, líquido pleural, lesão de 

membros superiores, secreção traqueal, úlceras tegumentares e urinocultura. Deste 

número de isolados, 108 eram do gênero Candida e 5 pertenciam a outros gêneros de 

leveduras. As espécies mais isoladas foram C. albicans (41,%5), C. parapsilosis 

(29,2%), C. guilliermondii (10,6%) e C. tropicalis (9,7%).  C. glabrata (1,8%), 

Cryptococcus humicolus (1,8%), Rhodotorula glutinis (1,8%), C. famata (0,9%), C. 

krusei (0,9%), C. lambica (0,9%) e Trichosporon sp. (0,9%) foram as espécies que 

apresentaram os menores percentuais de isolamento. Em alguns casos, mais de um 

isolado foi obtido de um mesmo paciente. 
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4.1.2. DISTRIBUIÇÃO DOS ISOLADOS FÚNGICOS POR SEXO, IDADE E 

PATOLOGIA DE BASE  

 

A tabela 2 apresenta a distribuição dos isolados fúngicos estratificada por sexo, 

idade e doença de base dos pacientes. O maior número de isolamentos ocorreu em 

pacientes do sexo masculino. Nestes, foram recuperadas 56 (49,5%) cepas fúngicas. O 

número de isolamentos foi também preponderante na faixa etária entre 0-20 anos. 

Dentro desta faixa, foram recuperados 41 (36,2%) isolados clínicos. Com relação às 

patologias de base, as leucemias em suas diferentes formas clínicas foram os 

processos primários com a maior frequência de isolamento (26,5%). 

 

4.1.3. DISTRIBUIÇÃO DOS ISOLADOS FÚNGICOS POR SÍTIO ANATÔMICO 

 

A tabela 3 ilustra a distribuição dos isolados estratificada por sítio anatômico. A 

maioria das cepas fúngicas foi recuperada de hemoculturas (46,0%), seguida por 

urinocultura (22,1%), lesões tegumentares (8%), trato respiratório (7,1%) e cateter 

(6,2%) Relativamente à hemocultura, as espécies isoladas foram C. albicans (38,4%), 

C. parapsilosis (34,6%), C. guilliermondii (11,5%), C. tropicalis (7,7%), R. glutinis 

(3,8%),  C. krusei (2%) e C. humicolus (2%). De trato urinário foram recuperadas C. 

albicans (52%), C. parapsilosis (16%), C. guilliermondii (12%), C. tropicalis (8%), C. 

famata (4%), C. humicolus (4%) e Trichosporon sp. (4%). A partir de cultura de cateter, 

foram  isoladas C. albicans (57,1%) e C. parapsilosis (42,9%). 
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TABELA 1. CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS DOS 100 PACIENTES COM INFECÇÃO FÚNGICA. 

 
 

CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS 

 

NO. 

 

% 

 

SEXO 

 

FEMININO 

MASCULINO 

ND 

TOTAL 

 

37 

47 

16 

100 

 

37,0 

47,0 

16,0 

100 

 

IDADE 

 

 

 

 

 

 

 

0-20 ANOS 

21-40 ANOS 

41-60 ANOS 

61-80 ANOS 

>80 ANOS 

ND 

MÉDIA GERAL  

 

33 

15 

05 

11 

07 

29 

23,3 

 

33,0 

15,0  

5,0  

11,0  

7,0  

29,0 

- 

 

PATOLOGIA DE BASE 

 

 

DOENÇA FALCIFORME 

LLA 

LMA  

SIDA 

SÍNDROME MIELODISPLÁSICA 

SÍNDROME PULMONAR AGUDA 

ANEMIA APLÁSICA 

ESTENOSE DE JUP 

INSUFICIÊNCIA RENAL AGUDA 

LEUCEMIA 

LMC 

LNH 

MIELOMA MÚLTIPLO 

NEUROBLASTOMA 

SEPSIS 

ND 

TOTAL 

 

16 

10 

08 

02 

02 

02 

01 

01 

01 

01 

01 

01 

01 

01 

01 

51 

100 

 

16,0 

10,0 

8,0 

2,0 

2,0 

2,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

51,0 

100 

 

JUP, junção ureteropiélica; LLA, leucemia LINFÓIDE aguda;  LMA, leucemia mielóide aguda; LMC, leucemia mielóide crônica; LNH, linfoma não-

hodgkin;  SIDA, sindrome da imunodeficiência adquirida; ND, não determinado. 
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TABELA 2. DISTRIBUIÇÃO DOS ISOLADOS FÚNGICOS POR  SEXO, IDADE E  PATOLOGIA DE BASE. 

 
 

NO. DE ESPÉCIES FÚNGICAS ISOLADAS 

 

 
PACIENTE 

 
Calb 

 

 
Cpara 

 
C.gui 

 
Ctrop 

 
Cglab 

 
Chum 

 
Rglut 

 
Cfam 

 
Ckrus 

 
Clamb 

 
Trich 

 

 

SEXO 

           

Masculino 19 22 03 07 01 01 02  01   

Feminino 21 08 07 01  01  01   01 

ND 07 03 02 03 01     01  

IDADE            

0-20 Anos 12 16 06 06   01     

21-40 Anos 04 09 01 01        

41-60 Anos 04     01     01 

61-80 Anos 07 01 02 01  01  01    

>80 Anos 04 01     01  01   

ND 16 06 03 03 02     01  

PATOLOGIA            

Anemia 
Aplásica 

   01        

Doença 
Falciforme 

04 06 02 02  01      

Estenose JUP    01        

Insuficiência 
Renal Aguda  

01           

Leucemia         01   
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TABELA 2. CONTINUAÇÃO. 
 

 

NO. DE ESPÉCIES FÚNGICAS ISOLADAS 

 

 
PACIENTE 

 
Calb 

 

 
Cpara 

 
C.gui 

 
Ctrop 

 
Cglab 

 
Chum 

 
Rglut 

 
Cfam 

 
Ckrus 

 
Clamb 

 
Trich 

 
PATOLOGIA 
 

           

LLA 
 

03 09 03 01  01 01     

LMA 
 

02 06 02         

LMC 01           

LNH  01           

Mieloma    
Múltiplo 

       01    

Neuroblastoma  01  01        

Sepsis 01           

AIDS 03           

Síndrome 
Mielodisplásica 

 01  01        

Síndrome 
Pulmonar    
Aguda 
 

02           

ND 
 

29 10 05 04 02  01   01 01 

 
TOTAL 

 
47 

 
33 

 
12 

 
11 

 
02 

 
02 

 
02 

 
01 

 
01 

 
01 

 
01 

 
Calb, Candida albicans,  Cpara, Candida  parapsilosis; Cgui, Candida guilliermondii; Ctrop, Candida. tropicalis;  Cglab, Candida glabrata; Chum, 

Cryptococcus humicolus; Rglut, Rhodotorula glutinis; Cfam, Candida famata; Ckrus, Candida krusei; Clamb, Candida lambica; Trich, Trichosporon 

sp.; JUP, junção ureteropiélica; LLA, leucemia LINFÓIDE aguda;  LMA, leucemia mielóide aguda; LMC, leucemia mielóide crônica; LNH, linfoma 

não-hodgkin;  SIDA, sindrome da imunodeficiência adquirida; ND, não determinado. 
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TABELA 3. DISTRIBUIÇÃO DOS ISOLADOS FÚNGICOS POR SÍTIO ANATÔMICO. 
 

 

NO. DE ESPÉCIES FÚNGICAS ISOLADAS 

 
 
 

ESPÉCIMENS   
CLÍNICOS 

 
Calb 

 

 
Cpara 

 
C.gui 

 
Ctrop 

 
Cglab 

 
Chum 

 
Rglut 

 
Cfam 

 
Ckrus 

 
Clamb 

 
Trich 

 

 
Abscesso 
Subcutâneo 

   
 

 
01 

       

Cateter 04 03          

LCAE 01           

Coprocultura 02  01         

Escarro 03           

Ferida Cirúrgica     01       

Hemocultura 20 18 06 04  01 02  01   

Lavado 
Brônquico 

02           

Líquido Pleural  02          

Secreção 
Traqueal 

         01  

Úlceras 
Tegumentares 

02 04          

Urinocultura 13 04 03 02  01  01   01 

ND  02 02 04 01       

 
Total 

 
47 

 
33 

 
12 

 
11 

 
02 

 
02 

 
02 

 
01 

 
01 

 
01 

 
01 

 
Calb, Candida albicans,  Cpara, Candida  parapsilosis; Cgui, Candida guilliermondii; Ctrop, Candida. tropicalis;  Cglab, Candida glabrata; 

Chum, Cryptococcus humicolus; Rglut, Rhodotorula glutinis; Cfam, Candida famata; Ckrus, Candida krusei; Clamb, Candida lambica; Trich, 

Trichosporon sp.; LCAE, lesão de conduto auditivo externo; ND, não determinado. 
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4.2. IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS FÚNGICOS 

 

4.2.1.  IDENTIFICAÇÃO  CROMOGÊNICA E MORFOLÓGICA 

 

O resultado do estudo cromogênico e morfológico é apresentado no anexo 1. Os 

113  agentes fúngicos foram  avaliados cromogenicamente por subcultivos em 

CHROMagar-Candida (Probac, Brasil) para a identificação de C. albicans, C. tropicalis 

e C. krusei. Todos os 59 isolados destas três espécies foram corretamente 

identificados neste meio, demonstrando a sensibilidade e especificidade da técnica. No 

entanto, para outras espécies, estas medidas foram variáveis. A sensibilidade e a 

especificidade em C. guilliermondii foi 100% e 69,3% e em C. parasilosis, 75,7% e 

77,5%, respectivamente. A identificação morfológica de C. albicans pelas técnicas do 

tubo germinativo e do clamidósporo permitiram identificar adequadamente 42 isolados. 

Cinco isolados, contudo, não foram identificados por nenhuma das duas técnicas. Para 

ambos os métodos morfológicos, a sensibilidade foi de 89,4% e especificidade de 

100%.  

 

4.2.2.  IDENTIFICAÇÃO   BIOQUÍMICA 

 

A identificação bioquímica foi realizada por automação em equipamento VITEK 

(BioMerieux, França) que é capaz de detectar 33 espécies de levedura de importância 

clínica.  Todos os isolados investigados foram identificados neste equipamento (anexo 

1). Todavia, dentre estes, 90 (79,6%) apresentaram taxa de propabilidade ≥85% para a 

primeira opção de identificação oferecida pelo software do aparelho. O restante dos 

isolados apresentou taxas de probabilidade que variaram de 50-83% (<85%). Um 

número de 89 (78,8%) isolados foram identificados de forma correta e completa pelo 

VITEK, pois demonstraram taxas de probabilidade ≥85% e não foram solicitados testes 

suplementares. Em decorrência da solicitação de provas auxiliares pelo equipamento e 

percentuais de probabilidade <85%, no entanto, a identificação de 23 isolados clínicos 

foi considerada incompleta. Apesar da cepa de Trichosporon sp. (LMC-288T) ter 

apresentado percentual de probabilidade de 99% (≥85%), como a automação não foi 

capaz de indicar a espécie, solicitando, por isto, outras provas, esta identificação foi 

também considerada incompleta. Deste modo, um total de 24 isolados foram 

identificados de maneira incompleta na bioquímica do equipamento VITEK. Oito 
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(33,3%) isolados, todavia, puderam ter suas identidades confirmadas nas provas 

complementares propostas no presente estudo.  

 

4.2.3.  IDENTIFICAÇÃO  MOLECULAR 

 

A identificação molecular foi procedida empregando a técnica de multiplex-PCR. 

Uma combinação de 10 primers foi utilizada para a detecção específica das espécies 

de Candida mais prevalentes e/ou com tendência à resistência a anitfúngicos de uso 

sistêmico segundo a literatura (PFALLER & DIEKEMA, 2007), sendo estas: C. albicans, 

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

C. tropicalis. Dos 113 isolados fúngicos, 106 foram corretamente identificados com os 

primers empregados (anexo 1).  Entretanto, para os outros sete isolados, C. famata 

(LMC-307T), C. lambica (LMC-325T), C. humicolus (LMC-255T, LMC-290T), R. glutinis 

(LMC-276T, LMC-317T) e Trichosporon sp. (LMC-288T), os primers não foram 

capazes, como esperado, de detectá-los, mostrando a especificade da técnica (100%), 

pois não houve amplificação de DNA de microganismos para os quais os  primers não 

tinham sido desenhados. Nenhuma cepa de C. dubliniensis e C. lusitaniae foi 

identificada nas amostras testadas. A figura 11 apresenta os perfis eletroforéticos das 

6 espécies detectadas pela técnica da multiplex-PCR. 

 

4.2.4. COMPARAÇÃO DE RESULTADOS 

 

A comparação entre os resultados obtidos para as 47 cepas de C. albicans no 

CHROMagar-Candida com aqueles obtidos nas provas morfológicas demonstrou haver 

discrepância entre 5 (10,6%) cepas (anexo 1). Estas apresentaram-se negativas tanto 

no teste do tubo germinativo quanto no teste do clamidósporo, mesmo exibindo uma 

coloração verde no meio cromogênico. Uma sensibilidade de  89,4% e uma 

especificidade de 100% foram encontradas para C. albicans. Relativamente aos 

isolados de C. tropicalis e C. krusei,  houve concordância de resultados (100%), pois 

estas espécies mostraram em CHROMagar suas colorações características (azul-

cobalto e rosa-fosco, respectivamente) e foram negativas nas provas morfológicas. 

Uma outra  comparação entre os resultados obtidos para C. albicans, C. 

tropicalis e C. krusei no CHROMagar com aqueles obtidos na bioquímica  revelou que 

os 59 isolados destas três espécies apresentaram concordância (100%) com a 
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automação (anexo 1). Deste número, 8 isolados (C. albicans LMC-272T, LMC-273T, 

LMC-274T, LMC-322T, LMC-348T e C. tropicalis LMC-279T, LMC-293T, LMC-356T) 

estavam distribuídos pelo grupo cujas taxas de probabilidade ficaram entre 50-83% 

(identificação incompleta) no VITEK, o que permitiu a confirmação dos resultados 

encontrados neste equipamento.  

A  análise comparativa entre os resultados obtidos nos testes do tubo 

germinativo e do clamidósporo para C. albicans com aqueles obtidos na bioquímica 

mostrou que, como  na avaliação cromogênica, 42 (89,4%) isolados apresentaram 

concordância de resultados com o VITEK (anexo 1). No entanto, esta concordância foi 

verificada apenas na bioquímica com percentual de probabilidade ≥85%. Os outros 5 

isolados de C. albicans que exibiram resultados negativos nos testes morfológicos 

apresentaram também bioquímica com probabilidade <85%. Neste caso, não foi 

possível confirmar, pela morfologia, as identificações informadas na automação.  

 A comparação entre os resultados obtidos na avaliação molecular com aqueles 

encontrados no CHROMagar para C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, revelou uma 

correlação de 100% (anexo 1). A sensibilidade e especifidade da multiplex-PCR  em 

relação ao CHROMagar para C. guilliermondii foi, respectivamente, 100% e 69,3%. 

Para C. parapsilosis, estes valores foram 75,7% e 77,5%. Comparando com as provas 

morfológicas, a multiplex-PCR apresentou uma sensibildade de 89,4%. Com relação à 

comparação com testes bioquímicos, esta PCR foi capaz de detectar 95,6% dos 

isolados  informados na automação. No presente estudo, a multiplex-PCR demonstrou 

valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) médios de 71,5% e 

95.4%, respectivamente, quando confrontada com as outras metodologias avaliadas. 
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Figura 11. Padrão de bandas dos produtos de multiplex-PCR em gel de 
agarose a 2% de cepas de referência e isolados clínicos de Candida spp. M, 
marcador de peso molecular (100 pb); linha 1, C. albicans INCQS-40071; 
linha 2,  C. krusei INCQS-40095; linha 3, C. tropicalis INCQS-40042; linha 4, 
C. parapsilosis INCQS-40038; linha 5, C. guilliermondii INCQS-40037; linha 
6, C. glabrata INCQS-40136; linha 7, C. tropicalis INCQS-40042; linha 8, C. 
lusitaniae INCQS-40137; linha 9, C. famata LMC-307T; linha 10, C. krusei 
LMC-287T; linha 11, C. albicans LMC-348T; linha 12, C. guilliermondii  LMC-
263T; linha 13, C. parapsilosis LMC-303T; linha 14, C. tropicalis LMC-338T; 
linha 15, C. glabrata LMC-360T. 
 

ISOLADOS CLÍNICOS CEPAS DE REFERÊNCIA 
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4.3. ANTIFÚNGICOS 

 

4.3.1. VALORES DE CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS (CIM) DOS 

ANTIFÚNGICOS  ESTUDADOS 

 

Foram avaliados 1017 resultados de concentrações inibitórias mínimas (CIM)  

referentes aos 3 antifúngicos (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) testados frente 

113 isolados clínicos, segundo as metodologias de microdiluição em caldo e difusão 

em ágar (anexo 2). Em todos os ensaios foram incluídas as cepas-controle do 

Americam Type Culture Collection (ATCC) para validação dos testes. A variação dos 

valores de CIM para estas cepas foi concordante com aqueles estabelecidos pelas 

metodologias do CLSI  e EUCAST. As figuras 12 e 13 ilustram os resultados obtidos 

com a metodologia de microdiluição em caldo e difusão em ágar. 

 

4.3.1.1. PROTOCOLO CLSI/M27-A2 

 

A variação dos valores de CIM foi de 0,12 a 64 µg/mL para fluconazol, 0,015 a 

0,25µg/mL para itraconazol e 0,06 a 1µg/mL para anfotericina B. Com relação aos 

valores de CIM50 e CIM90 para os 113 isolados, estes foram, respectivamente, 0,5 e 

1,0µg/mL para fluconazol, 0,06 e 0,12µg/mL para itraconazol  e  0,25 e 0,5µg/mL para 

anfotericina B, o que demonstrou a boa atividade destes antifúngicos frente às 

leveduras testadas. Estes dados estão apresentados na tabela 4. Por espécie, C. 

krusei, C. lambica e R. glutinis foram aquelas que apresentaram as CIM mais elevadas 

(16-64µg/mL) para fluconazol (tabela 5). CIM de 0,25µg/mL para itraconazol foram 

observadas em  C. glabrata,  C. guilliermondii, C. lambica e Trichosporon sp. (tabela 

6). No caso da anfotericina B, as espécies que apresentaram valores de CIM de 

1µg/mL foram C. guilliermondii, C. parapsilosis e C. tropicalis (tabela 7). A maior 

variação de valores de CIM foi observada para fluconazol onde os valores de CIM 

foram distribuídos entre 9 diluições e a menor foi verificada para anfotericina B cuja 

variação se estendeu entre 5 diluições. As tabelas 8, 9 e 10 mostram estes resultados. 
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4.3.1.2. PROTOCOLO  EUCAST/E.Dis.7.1 

 

Relativamente à variação dos valores de CIM, esta foi para fluconazol de 0,12 a 

64µg/mL, para itraconazol de 0,015 a 0,5µg/mL e para anfotericina B de 0,06 a 

1,0µg/mL. Os valores de CIM50 e CIM90 foram, respectivamente, 0,5 e 2,0µg/mL para 

fluconazol, 0,03 e  0,12µg/mL para  itraconazol e 0,25 e 0,5µg/mL para anfotericina B. 

Também aqui foi possível verificar a efetividade antifúngica das drogas estudadas. A 

tabela 4 exibe estes resultados.  Separadamente, por espécie, C. albicans, C. glabrata, 

C. krusei,  C. lambica e R. glutinis foram aquelas que  demonstraram CIM entre 16 e 

64µg/mL para fluconazol (tabela 5).  Para itraconazol, CIM entre  0,25 e 0,5µg/mL 

foram verificadas em  C. albicans, C. glabrata,  C. guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis 

e Trichosporon sp. (tabela 6). As espécies que apresentaram valores de CIM para 

anfotericina B de 1µg/mL foram C. guilliermondii, C. parapsilosis, e C. tropicalis (tabela 

7). Para EUCAST, também a maior variação de valores de CIM foi encontrada em 

fluconazol (nove diluições) e a menor em anfotericina B (cinco diluições). Estes dados 

são, igualmente, apresentados nas tabelas 8, 9 e 10. 

 

4.3.1.3.  PROTOCOLOS CLSI/M44-A E CECON 

 

A variação do diâmetro da zona de inibição para cada um dos antifúngicos foi de 

01 a 50mm para fluconazol, 14 a 41mm  para intraconazol e 16 a 32mm para 

anfotericina B. Como o resultado de CIM é dado por faixas na metodologia de difusão 

em ágar, estas ficaram entre 8 e 64 µg/mL para fluconazol e <1µg/mL para anfotericina 

B. Para itraconazol, no entanto, não há faixas de CIM estabelecidas. Os resultados da 

variação dos diâmetros de inibição e das faixas de CIM para os três antifúngicos 

analisados, segundo CLSI e CECON, são apresentados, comprativamente, na tabela 

11. A análise por espécie permitiu verificar que, para fluconazol, C. krusei e R. glutinis 

foram as espécies que apresentaram diâmetros de inibição com os mais baixos valores 

(1-8mm). C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. lambica, C. tropicalis e R. glutinis 

foram os isolados onde os menores diâmetros foram encontrados (1-19mm) para 

itraconazol.  Para anfotericina B, o menor diâmetro (16mm) foi observado em C. 

albicans. A tabela 12  exibe estes dados. 
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Figura 13. Leitura do teste de difusão em ágar para fluconazol segundo 
o documento CLS/M44-A. O diâmetro (mm) da zona de inibição indica 
a susceptibildade do fungo à droga testada. 

 
 
Figura 12. Leitura do teste de microdiluição em caldo para fluconazol 
segundo o documento CLSI/M27-A2: colunas 1 e 12 representam os 
controles de esterilidade e de crescimento, respectivamente, colunas 
02 a 11 representam as concentrações de 64 a 0,125µg/mL, linhas A a 
F mostram os resultados para os isolados clínicos testados e linhas G 
e H exibem os resultados para as cepas-controle. O crescimento é 
visualizado pela turbidez. 

C. albicans 
LMC-314T 
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TABELA 4. VARIAÇÃO DE CIM, VALORES DE CIM50 E CIM90 E PERCENTUAL DE  SUSCEPTIBILIDADE AO 

FLUCONAZOL, ITRACONAZOL E ANFOTERICINA B PARA OS 113 ISOLADOS CLÍNICOS TESTADOS 

SEGUNDO A METODOLOGIA DE  MICRODILUIÇÃO EM CALDO  DO CLSI E EUCAST. 

 
 

Susceptibilidade (No./%) 

 

 
Antifúngicos 

 

 
Metodologia 

 

 
Variação           
(µg/mL) 

 

 
CIM 50 
(µg/mL) 

 

 
CIM 90 
(µg/mL) 

 
S  

 
SDD 

 
R  

 
Fluconazol 

 
CLSI 

EUCAST* 

EUCAST** 

 
0,12-64 

0,12-64        

0,12-64 

 
0,5 

0,5 

0,5 

 
1 

2 

2 

 
110/97,3 

107/94,7 

105/93,0 

 
02/1,8 

05/4,4 

05/4,4 

 
01/0,9 

01/0,9 

03/2,6 

Itraconazol CLSI 

EUCAST* 

0,015-0,5 

0,015-0,5 

0,06 

0,03 

0,12 

0,12 

109/96,5 

107/94,6 

04/3,5 

6/5,4 

00/00 

00/00 

Anfotericina B  CLSI 

EUCAST* 

0,06-1 

0,06-1 

0,25 

0,25 

0,5 

0,5 

113/100 

113/100 

00/00 

00/00 

00/00 

00/00 

 
 (*) ponto de corte segundo CLSI; (**) ponto de corte segundo EUCAST; S, susceptibilidade; SDD, susceptibilidade dependente de dose; R, 

resistência. 
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TABELA 5. INTERVALO DE CIM, VALORES DE CIM50 E CIM90 E PERCENTUAL DE SUSCEPTIBILIDADE PARA 

FLUCONAZOL ESTRATIFICADOS POR ESPÉCIES FÚNGICAS SEGUNDO A METODOLOGIA DE 

MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI E EUCAST. 

 
 

 

Fluconazol 

 
Susceptibilidade 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 
 

Metodologia 
 

 
Intervalo/Valor 

(µg/mL) 

 

 
CIM 50 
(µg/mL) 

 

 
CIM 90 
(µg/mL)  

%S   
 

%SDD   
 

%R      
 

 

CLSI 

 

 

0,12-8 

 

 

0,5 

 

 

1 

 

 

100 

 

 

0 

 

 

0 

EUCAST* 0,12-16 0,25 1 97,9 2,1 0 

 

 

C. albicans (47) 

EUCAST** 0,12-16 0,25 1 95,7 0 4,3 

CLSI 0,12-1 0,5 1 100 0 0 

EUCAST* 0,12-2 05 1 100 0 0 

C. parapsilosis (33) 

EUCAST** 0,12-2 05 1 100 0 0 

CLSI 0,25-2 1 2 100 0 0 C.  guilliermondii (12) 

EUCAST* 0,25-4 0,5 4 100 0 0 

CLSI 0,25-4 0,5 1 100 0 0 

EUCAST* 0,12-4 0,5 1 100 0 0 

C.  tropicalis (11) 

EUCAST** 0,12-4 0,5 1 91,0 9,0 0 

CLSI 8 - - 100 0 0 C. glabrata (2) 

EUCAST* 16 - - 0 100 0 

CLSI 0,5-1 0,5 1 100 0 0 C. humicolus (2) 

EUCAST* 0,5-1 0,5 1 100 0 0 

CLSI 0,25-16 0,25 16 50 50 0 R.  glutinis (2) 

EUCAST* 0,25-16 0,25 16 50 50 0 

CLSI 01 - - 100 0 0 C. famata (1) 

EUCAST* 01 - - 100 0 0 

CLSI 64 - - 0 0 100 C. krusei (1) 

EUCAST* 64 - - 0 0 100 
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TABELA 5. CONTINUAÇÃO. 

 
 

 

Fluconazol                                                                                                                

 
Susceptibilidade 

 

 
 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 
 

Metodologia 
 

 
Intervalo/Valor 

(µg/mL) 

 

 
CIM 50 
(µg/mL) 

 

 
CIM 90 
(µg/mL)  

 %S     
 

%SDD   
 

%R      

 

CLSI 

 

16 

 

- 

 

- 

 

0 

 

100 

 

0 

 

C.  lambica (1) 

EUCAST* 16 - - 0 100 0 

CLSI 1 - - 100 0 0 Trichosporon  sp. (1) 

EUCAST* 2 - - 100 0 0 

 
 (*) ponto de corte segundo CLSI; (**) ponto de corte segundo EUCAST; S, susceptibilidade; SDD, susceptibilidade dependente de dose; R, 

resistência. 
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4.3.2.  PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AO FLUCONAZOL  

 

4.3.2.1. PROTOCOLO CLSI/M27-A2 

 

Entre os 113 isolados fúngicos incluídos neste estudo, 110 (97,3%) foram 

considerados susceptíveis (S) (CIM ≤8µg/mL), 02 (1,8%) susceptíveis dependente de 

dose (SDD)  (CIM 16-32µg/mL) e 01 (0,9%) resistente (R) (CIM ≥ 64µg/mL). Os 

isolados que apresentaram susceptibilidade dependente de dose foram C. lambica 

(100%) e R. glutinis (50%). Apenas C. krusei  (100%) apresentou resistência frente a 

este antifúngico. Os demais isolados foram classificados como susceptíveis. As 

tabelas 4 e 5 ilustram os referidos resultados. De acordo com a tabela 8, o fluconazol 

foi mais efetivo na faixa de CIM entre 0,25-1,0µg/mL. 

 

4.3.2.2. PROTOCOLO  EUCAST/E.Dis.7.1 

 

Dentre os isolados investigados, 107 (94,7%) foram categorizados como 

susceptíveis, 5 (4,4%) como susceptíveis dependente de dose e 1 (0,9%) como 

resistente, quando levados em conta os pontos de corte definidos pelo CLSI (S, 

≤8µg/mL; SDD, 16-32µg/mL; R, ≥ 64µg/mL) (anexo 3). Contudo, quando considerados 

os pontos de corte definidos pelo CLSI juntamente com aqueles estabelecidos 

especificamente para C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis pelo EUCAST (S, 

≤2µg/mL; SDD, 4µg/mL; R, ≥ 8µg/mL) (anexo 4), 105 (93,%) isolados foram 

classificados como susceptíveis, 05 (4,4%) como susceptíveis dependente de dose e 

03 (2,6%) como resistentes.  Empregando os pontos de corte do CLSI, as espécies 

suceptíveis dependente de dose foram C. albicans (2,1%), C. lambica (100%) e R. 

glutinis (50%) e o isolado resistente foi C krusei [LMC-287T] (100%). Submetendo os 

isolados clínicos aos pontos de corte do EUCAST, 9,0% dos isolados de C. tropicalis 

foram susceptível dependente de dose e 4,3% dos isolados de C. albicans foram 

resistentes. Em ambos os pontos de corte, C. parapsilosis foi 100% susceptível. Os 

resultados em tela são apresentados nas tabelas 4 e 5. A maior efetividade do 

fluconazol foi verificada  entre as CIM 0,125-1,0µg/mL (tabela 8). 
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4.3.2.3.  PROTOCOLO CLSI/M44-A  

 

Do total de isolados avaliados frente ao fluconazol, 108 (95,6%) foram 

identificados como susceptíveis (CIM ≤8µg/mL), 2 (1,8%) como susceptíveis 

dependente de dose (CIM 16-32µg/mL) e 3 (2,6%) como resistentes (CIM ≥ 64µg/mL). 

As espécies classificadas como susceptíveis dependente de dose foram C. albicans 

(2,1%) e C. tropicalis (9,1%) e resistentes foram C. krusei (100%) e R. glutinis (100%). 

Todos os outros isolados fúngicos foram susceptíveis. As tabelas 11 e 12 apresentam 

as variações e valores dos diâmetros das zonas de inibição e as faixas de CIM 

correspondentes, bem como os percentuais de susceptibilidade. 

 

4.3.3. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AO ITRACONAZOL  

 

4.3.3.1. PROTOCOLO CLSI/M27-A2 

 

Dentre os 113 isolados fúngicos, 109 (96,5%) foram considerados susceptíveis  

(CIM ≤0,125µg/mL) e 4 (3,4%) susceptíveis dependente de dose (CIM 0,25-0,5µg/mL). 

Não foram detectadas cepas resistentes ao itraconazol (≥1µg/mL). Na categoria 

susceptível dependente de dose, foram identificadas C. glabrata (50%), C. 

guilliermondii (8,3%), C. lambica (100%) e Trichosporon sp. (100%). Estes resultados 

são exibidos nas tabelas 4 e 6.  O itraconazol foi mais efetivo entre as CIM  0,015-

0,125µg/mL (tabela 9). 

 

4.3.3.2. PROTOCOLO  EUCAST/E.Dis.7.1 

 

Entre os fungos isolados, 107 (94,5%) foram classificados como susceptíveis e 

06 (5,4%) como susceptíveis dependente de dose. Neste último grupo, foram 

encontrados C. albicans (2,1%), C. glabrata (50%), C. guilliermondii (8,3%), C. krusei 

(100%), C. tropicalis (9,1%) e Trichosporon sp. (100%). Não foram também detectadas 

cepas resistentes ao itraconazol (≥1µg/mL) por esta metodologia. As tabelas 4 e 6 

ilustram os resultados apresentados. As CIM entre 0,015-0,1215µg/mL foram aquelas 

onde o itraconazol  apresentou maior efetividade (tabela 9). 
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TABELA 6. INTERVALO DE CIM, VALORES DE CIM50 E CIM90 E PERCENTUAL DE SUSCEPTIBILIDADE PARA 

ITRACONAZOL ESTRATIFICADOS POR ESPÉCIES FÚNGICAS SEGUNDO A METODOLOGIA DE 

MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI E EUCAST. 

 
 

 

Itraconazol                                                                                                                                                

 
Susceptibilidade 

 

 

 
 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 
 

Metodologia  

 
Intervalo/Valor 

(µg/mL) 

 

 
CIM 50 
(µg/mL) 

 

 
CIM 90 
(µg/mL)  

 %S     
 

%SDD   
 

%R     
   

 

CLSI 

 

 

0,015-0,12 

 

 

0,06 

 

 

0,12 

 

 

100 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

C.  albicans (47) 

EUCAST* 0,015-0,25 0,03 0,12 97,9 2,1 0 

CLSI 0,015-0,12 0,03 0,12 100 0 0 C. parapsilosis (33) 

EUCAST* 0,015-0,12 0,03 0,12 100 0 0 

CLSI 0,03-0,25 0,06 0,25 91,7 8,3 0 C. guilliermondii (12) 

EUCAST* 0,015-0,25 0,06 0,12 91,7 8,3 0 

CLSI 0,015-0,12 0,12 0,12 100 0 0 C. tropicalis (11) 

EUCAST* 0,03-0,25 0,06 0,12 90,9 9,1 0 

CLSI 0,12-0,25 0,12 0,25 50 50 0 C.  glabrata (2) 

EUCAST* 0,12-0,5 0,12 0,5 50 50 0 

CLSI 0,12 - - 100 0 0 C.  humicolus (2) 

EUCAST* 0,03-0,06 0,03 0,06 100 0 0 

CLSI 0,06-0,12 0,06 0,12 100 0 0 R. glutinis (2) 

EUCAST* 0,015-0,12 0,015 0,12 100 0 0 

CLSI 0,12 - - 100 0 0 C. famata (1) 

EUCAST* 0,06 - - 100 0 0 

CLSI 0,03 - - 100 0 0 C.  krusei (1) 

EUCAST* 0,25 - - 0 100 0 
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TABELA 6. CONTINUAÇÃO. 
 

 

Itraconazol                                                                                                                                                

 
Susceptibilidade 

 

 

 
 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 
 

Metodologia  

 
Intervalo/Valor 

(µg/mL) 

 

 
CIM 50 
(µg/mL) 

 

 
CIM 90 
(µg/mL)  

 %S     
 

%SDD   
 

%R     

 

CLSI 

 

0,25 

 

- 

 

- 

 

0 

 

100 

 

0 

 

C. lambica (1) 

EUCAST* 0,12 - - 100 0 0 

CLSI 0,25 - - 0 100 0 Trichosporon  sp. (1) 

EUCAST* 0,25 - - 0 100 0 

 
 (*) ponto de corte segundo CLSI; S, susceptibilidade; SDD, susceptibilidade dependente de dose; R, resistência. 
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TABELA 7. INTERVALO DE CIM, VALORES DE CIM50 E CIM90 E PERCENTUAL DE SUSCEPTIBILIDADE PARA 

ANFOTERICINA B ESTRATIFICADOS POR ESPÉCIES FÚNGICAS SEGUNDO A METODOLOGIA DE 

MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI E EUCAST. 

 
 

 

 

Anfotericina B                                                                                                         

 
Susceptibilidade 

 

 

 
 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 
 

Metodologia 
 

 
Intervalo/Valor 

(µg/mL) 

 

 
CIM 50  
(µg/mL) 

 

 
CIM 90 
(µg/mL)  

 %S     
 

%SDD   
 

%R     
 

 

CLSI 

 

 

0,06-0,5 

 

 

0,5 

 

 

0,5 

 

 

100 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

C. albicans (47) 

EUCAST 0,06-0,5 0,25 0,5 100 0 0 

CLSI 0,06-1 0,25 0,5 100 0 0 C. parapsilosis (33) 

EUCAST 0,06-1 0,5 0,5 100 0 0 

CLSI 0,06-1 0,25 0,5 100 0 0 C.  guilliermondii (12) 

EUCAST 0,06-0,5 0,5 0,5 100 0 0 

CLSI 0,25-1 0,25 0,5 100 0 0 C. tropicalis (11) 

EUCAST 0,25-1 0,25 1 100 0 0 

CLSI 0,12 - - 100 0 0 C. glabrata (2) 

EUCAST 0,12-0,25 0,12 0,25 100 0 0 

CLSI 0,12-0,5 0,25 0,5 100 0 0 C. humicolus (2) 
 

EUCAST 0,06-0,25 0,06 0,25 100 0 0 

CLSI 0,25 - - 100 0 0 R.  glutinis (2) 
 

EUCAST 0,25-0,5 0,25 0,5 100 0 0 

CLSI 0,5 - - 100 0 0 C. famata (1) 

EUCAST 0,5 - - 100 0 0 
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TABELA 7. CONTINUAÇÃO. 

 
 

 

 

Anfotericina B                                                                                                                            

 
Susceptibilidade 

 

 

 
 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 
 

Metodologia 
 

 
Intervalo/Valor 

(µg/mL) 

 

 
CIM 50  
(µg/mL) 

 

 
CIM 90 
(µg/mL)  

 %S     
 

%SDD   
 

%R     
 

CLSI 

 

0,25 

 

- 

 

- 

 

100 

 

0 

 

0 

 

C.  krusei (1) 

EUCAST 0,5 - - 100 0 0 

CLSI 0,5 - - 100 0 0 C.  lambica (1) 

EUCAST 1 - - 100 0 0 

CLSI 0,5 - - 100 0 0 Trichosporon  sp. (1) 
 

EUCAST 0,5 - - 100 0 0 

 
S, susceptibilidade; SDD, susceptibilidade dependente de dose; R, resistência. 
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4.3.3.3. PROTOCOLO CECON 

 

Do número total de isolados testados frente ao itraconazol, 105 (92,9%) foram 

identificadas como susceptíveis e 08 (7,1%) como susceptíveis dependente de dose. 

As espécies classificadas como susceptíveis dependente de dose foram C. albicans 

(4,3%), C. glabrata (50%), C. guilliermondii (8,3%), C. lambica (100%), C. tropicalis 

(9,1%) e R. glutinis (100%). Todos os demais isolados foram categorizados como 

susceptíveis. As variações e valores dos diâmetros das zonas de inibição e os 

percentuais de susceptibilidade são mostrados nas tabelas 11 e 12. 

 

4.3.4. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANFOTERICINA B  

 

4.3.4.1. PROTOCOLO CLSI/M27-A2 

 

Todos os 113 isolados fúngicos foram considerados susceptíveis, apesar de não 

haver ainda pontos de corte estabelecidos para este antifúngico. CIM mais elevadas 

(1,0µg/mL) foram observadas em C. guilliermondii, C. parapsilosis e C. tropicalis. C. 

albicans foi a espécie com o maior valor de CM50 (0,5µg/mL). Com relação a CM90, 

nenhum isolado apresentou valores >0,5µg/mL. Estes resultados são exibidos nas 

tabelas 4 e 7. Segundo a tabela 10, a anfotericina B foi mais efetiva nas CIM entre 

0,25-0,5µg/mL. 

 

4.3.4.2. PROTOCOLO  EUCAST/E.Dis.7.1 

 

A totalidade dos isolados avaliados foi, igualmente, categorizada como 

susceptível. Em EUCAST, no entanto, também não há pontos de corte estabelecidos 

para anfotericina B.  C. lambica, C. parapsilosis e C. tropicalis foram as espécies cuja 

CIM alcançou sua concentração mais alta (1,0µg/mL). CM50 mais elevadas (0,5µg/mL) 

foram observdas em C.guilliermondii e C. parapsilosis. C. tropicalis foi a única espécie 

que exibiu CM90 = 1,0µg/mL. As tabelas 4 e 7 ilustram os resultados encontrados. A 

maior  efetividade deste antifúngico foi também observada nas CIM entre 0,25-

0,5µg/mL (tabela 10). 
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4.3.4.3. PROTOCOLO CECON 

 

Todos os isolados fúngicos submetidos a testagem foram classificados como 

susceptíveis, apresentado faixas de CIM <1µg/mL. C. albicans e C. lambica foram as 

espécies com os menores diâmetros de zona de inibição (≤18mm). As tabelas 11 e 12 

exibem as variações dos diâmetros das zonas de inibição e as faixas de CIM 

correspondentes. 
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TABELA 8. ATIVIDADE IN VITRO DE FLUCONAZOL FRENTE AOS ISOLADOS FÚNGICOS SEGUNDO A 

METODOLOGIA DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI E EUCAST. 

 
 

 

Concentrações em µg/mL                                                                                                                                      

(No. acumulado de isolados inibidos) 

 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 

 

Metodologia 

 

 

64 

 

 

32 

 

 

16 

 

 

8 

 

 

4 

 

 

2 

 

 

1 

 

 

0,5 

 

 

0,25 

 

 

0,125 

 

CLSI 

    

02 

   

09 

 

13 

 

19 

 

04 

 

C. albicans (47) 

EUCAST   01 01  01 05 12 19 08 

CLSI       06 16 09 02 C.  parapsilosis (33) 

EUCAST      01 03 18 09 02 

CLSI      01 06 02 03  C.  guilliermondii (12) 

EUCAST     01 02 03 05 01  

CLSI     01  03 04 03  C.  tropicalis (11) 

EUCAST     01  01 05 03 01 

CLSI    02       C.  glabrata (2) 

EUCAST   02        

CLSI       01 01   C.  humicolus (2) 
 

EUCAST       01 01   

CLSI   01      01  R. glutinis (2) 
 

EUCAST   01     01   

CLSI       01    C.  famata (1) 

EUCAST       01    

CLSI 01          C. krusei (1) 

EUCAST 01          
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TABELA 8. CONTINUAÇÃO. 

 
 

 

Concentrações em µg/mL                                                                                             

(No. acumulado de isolados inibidos) 

 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 

 

Metodologia 

 

 

64 

 

 

32 

 

 

16 

 

 

8 

 

 

4 

 

 

2 

 

 

1 

 

 

0,5 

 

 

0,25 

 

 

0,125 

 

CLSI 

   

01 

        

C.  lambica (1) 

EUCAST   01        

CLSI       01    Trichosporon  sp. (1) 
 

EUCAST      01     

 

CLSI 
 

01 
  

02 

 

04  

 

01 

 

01 

 

27 

 

36 

 

35 

 

06 

 

Total  (113) 

EUCAST 01  05 01 02 05 14 42 32 11 
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TABELA 9. ATIVIDADE IN VITRO DE ITRACONAZOL FRENTE AOS ISOLADOS FÚNGICOS SEGUNDO A 

METODOLOGIA DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI E EUCAST. 

 
 

 

Concentrações em µg/mL                                                                                                                                     

(No. acumulado de isolados inibidos) 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 

 

Metodologia 

 

 

8 

 

 

4 

 

 

2 

 

 

1 

 

 

0,5 

 

 

0,25 

 

 

0,125 

 

 

0,06 

 

 

0,03 

 

 

0,015 

 

 

CLSI 

      
 

 

14 

 

 

11 

 

 

9 

 

 

13 

 

 

C. albicans (47) 

EUCAST      01 08 03 21 14 

CLSI       05 11 08 09 C. parapsilosis (33) 

EUCAST       05 07 14 07 

CLSI      01 04 05 02  C.  guilliermondii (12) 

EUCAST      01 04 04 02 01 

CLSI       06 02 02 01 C. tropicalis (11) 

EUCAST      01 01 07 02  

CLSI      01 01    C. glabrata (2) 

EUCAST     01  01    

CLSI       02    C. humicolus (2) 
 

EUCAST         02  

CLSI       01 01   R. glutinis (2) 
 

EUCAST       01   01 

CLSI       01    C. famata (1) 

EUCAST        01   

CLSI         01  C. krusei (1) 

EUCAST      01     

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 88 

TABELA 9. CONTINUAÇÃO. 

 
 

 

Concentrações em µg/mL                                            

(No. acumulado de isolados inibidos) 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 

 

Metodologia 

 

 

8 

 

 

4 

 

 

2 

 

 

1 

 

 

0,5 

 

 

0,25 

 

 

0,125 

 

 

0,06 

 

 

0,03 

 

 

0,015 

 

 

CLSI 

     
 

 

01 

    
 

 

C.  lambica (1) 

EUCAST       01    

CLSI      01     Trichosporon  sp. (1) 
 

EUCAST      01     

 

CLSI 
      

04 

 

34 

 

30 

 

22 

 

23 

 

Total (113) 

EUCAST     01 05 21 22 41 23 
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TABELA 10. ATIVIDADE IN VITRO  DE ANFOTERICINA B FRENTE AOS ISOLADOS FÚNGICOS  SEGUNDO A 

METODOLOGIA DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI E EUCAST. 

 
 

 

Concentrações em µg/mL                                                                                                                                       

(No. acumulado de isolados inibidos) 

 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 

 

Metodologia 

 

 

8 

 

 

4 

 

 

2 

 

 

1 

 

 

0,5 

 

 

0,25 

 

 

0,125 

 

 

0,06 

 

 

0,03 

 

 

0,015 

 

 

CLSI 

    
 

 

25 

 

 

18 

 

 

03 

 

 

01 

   
 

C. albicans (47) 
EUCAST     18 22 05 02   

CLSI    02 14 15 01 01   C. parapsilosis (33) 

EUCAST    02 15 14 01 01   

CLSI    01 05 04 01 01   C.  guilliermondii (12) 

EUCAST     08 03  01   

CLSI    01 04 06     C. tropicalis (11) 

EUCAST    02 03 06     

CLSI       02    C. glabrata (2) 

EUCAST      01 01    

CLSI     01  01    C. humicolus (2) 
 

EUCAST      01  01   

CLSI      02     R.  glutinis (2) 
 

EUCAST     01 01     

CLSI      01     C. famata (1) 

EUCAST     01      
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TABELA 10. CONTINUAÇÃO. 

 
 

 

Concentrações em µg/mL                                            

(No. acumulado de isolados inibidos) 

 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

 

 

 

Metodologia 

 

 

8 

 

 

4 

 

 

2 

 

 

1 

 

 

0,5 

 

 

0,25 

 

 

0,125 

 

 

0,06 

 

 

0,03 

 

 

0,015 

 

CLSI 

      

01 

     

C.  krusei (1) 

EUCAST     01      

CLSI     01      C.  lambica (1) 

EUCAST    01       

CLSI     01      Trichosporon  sp. (1) 
 

EUCAST     01      

 

CLSI 
    

04 

 

51 

 

47 

 

08 

 

03 
   

Total (113) 

EUCAST    05 48 48 07 05   
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TABELA 11. VARIAÇÃO DO DIÂMETRO DA ZONA DE INIBIÇÃO, FAIXA DE CIM E PERCENTUAL DE  

SUSCEPTIBILIDADE A FLUCONAZOL, ITRACONAZOL E ANFOTERICINA B PARA OS 113 ISOLADOS CLÍNICOS 

TESTADOS SEGUNDO A METODOLOGIA DE  DIFUSÃO EM ÁGAR  DO CLSI E CECON. 

 
 

Susceptibilidade (No./%) 

 

 
Antifúngicos 

 

 
Metodologia 

 

 
Variação               

(mm) 

 

 
Faixa de CIM            

(µg/mL) 
 

S  
 

SDD  
 

R  

 
Fluconazol 

 
CLSI 

 
01-50 

 
≥ 64 - ≤ 8 

 
108/95,6 

 
02/1,8 

 
03/2,6 

Itraconazol CECON 14-41 - 105/92,9 08/7,1 00/00 

Anfotericina B  CECON 16-32 <1 113/100 00/00 00/00 

 
S, susceptibilidade; SDD, susceptibilidade dependente de dose; R, resistência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

TABELA 12. DIÂMETRO DA ZONA DE INIBIÇÃO, FAIXA DE CIM E SUSCEPTIBILIDADE A FLUCONAZOL, ITRACONAZOL E ANFOTERICINA B  ESTRATIFICADOS POR 

ISOLADOS FÚNGICOS.  

 
 

Antifúngicos 

Fluconazol 
CLSI/M44-A 

Itraconazol 
CECON 

Anfotericina B 
CECON 

 

Susceptibilidade 
(%) 

 

Susceptibilidade 
(%) 

 

Susceptibilidade 
(%) 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 
 

 
Zona Inibição  
Intervalo/Valor 

(mm) 

 

 
Faixa de 

CIM              
(µg/mL) sS sSDD sR 

 

 
Zona Inibição  
Intervalo/Valor 

(mm) 

 

 
Faixa de 

CIM              
(µg/mL) sS sSDD sR 

 

 
Zona Inibição  
Intervalo/Valor

(mm) 

 

 
Faixa de 

CIM              
(µg/mL) sS SDD R 

 

 

C. albicans (47) 

  

 

16-50 

 

 

16-32 / ≤ 8 

 

 

97,9 

 

 

2,1 

 

 

0 

 

 

18-35 

 

 

- 

 

 

95,7 

 

 

4,3 

 

 

0 

 

 

16-32 

 

 

<1 

 

 

100 

 

 

0 

 

 

0 

C. parapsilosis (33) 22-50 ≤ 8 100 0 0 21-41 - 100 0 0 21-30 <1 100 0 0 

C. guilliermondii (12) 20-38 ≤ 8 100 0 0 18-28 - 91,7 8,3 0 21-29 <1 100 0 0 

C. tropicalis (11) 15-38 16-32 / ≤ 8 90,9 9,1 0 16-29 - 90,9 9,1 0 24-27 <1 100 0 0 

C. glabrata (02) 20-35 ≤ 8 100 0 0 19-34 - 50 50 0 23-25 <1 100 0 0 

C. humicolus (02) 20-32 ≤ 8 100 0 0 25 - 100 0 0 25-30 <1 100 0 0 

R. glutinis (02) 1 ≥ 64 0 0 100 14-16 - 0 100 0 21-23 <1 100 0 0 

C. famata (01) 32 ≤ 8 100 0 0 27 - 100 0 0 29 <1 100 0 0 

C. krusei (01) 8 ≥ 64 0 0 100 24 - 100 0 0 26 <1 100 0 0 

C. lambica (01) 24 ≤ 8 100 0 0 16 - 0 100 0 18 <1 100 0 0 

Trichosporon  sp. (01) 25 ≤8 100 0 0 25 - 100 0 0 25 <1 100 0 0 

 
S, susceptibilidade; SDD, susceptibilidade dependente de dose; R, resistência. 

9
2
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4.3.5. COMPARAÇÃO DE RESULTADOS   

 

A concordância  entre  as metodologias  descritas nos  documentos M27-A2 

(CLSI) e E.Dis.7.1 (EUCAST) para o fluconazol, itraconazol e anfotericina B é 

mostrada, respectivamente, nas tabelas 13, 14 e 15. A concordância entre estas 

metodologias foi definida como a discrepância nos resultados de CIM não maior do que 

duas diluições. 

Considerando-se a concordância exata entre as duas metodologias, os melhores 

resultados foram observados, separadamente por espécie, em C. parapsilosis frente ao 

fluconazol  (42,4%)  (tabela 13) e  itraconazol (45,4%) (tabela 14) e em C. tropicalis 

frente a anfotericina B (54,5%) (tabela 15). 

 Levando-se em conta a diferença de até 1 diluição, os melhores percentuais de 

concordância foram encontrados em C. tropicalis frente ao fluconazol (100%) (tabela 

13),  itraconazol (100%) (tabela 14) e anfotericina B (100%) (tabela 15), bem como em 

C. guilliermondii frente a anfotericina B (100%) (tabela 15). 

 Tomando-se a diferença de até duas diluições, as melhores  taxas de 

concordância foram verificadas em  C. albicans (100%) e em C. parapsilosis (100%) 

frente ao fluconazol (tabela 13), em C. guilliermondii frente ao itraconazol (100%) 

(tabela 14) e em C. albicans frente a anfotericina B (100%) (tabela15).   

Considrando o critério de  até 2 diluições de diferença, a concordância geral  

para  fluconazol foi de 99,1% (tabela 13), incluindo todos os isolados. Para itraconazol, 

esta concordância foi de 96,5% (tabela 14). A concordância geral para a anfotericina B 

foi, como observado para fluconazol, de 99,1% (tabela 15).  

 Na tabela 16, está detalhada a distribuição da diferença em diluições entre as 

metodologias microdiluição para os 3 antifúngicos testados, sendo possível visualizar o 

número exato e a taxa de isolamento para os quais os valores de CIM do CLSI e 

EUCAST foram iguais, mais elevados ou menos elevados para uma ou outra 

metodologia.  

A análise comparativa entre os diâmetros das zonas de inibição obtidos por 

difusão em ágar segundo documento M44-A e CIM obtidas por microdiluição em caldo 

segundo documentos 27-A2 e E.Dis.7.1 para fluconazol é demonstrada na tabela 17. 

Para diâmetros ≥19mm [S], a maioria das CIM ficou entre 0,25-1,0µg/mL [S] tanto em 

CLSI (85,5%) quanto em EUCAST (74,0%). Em diâmetros de 15-18mm [SDD], 1,8% 

dos isolados estudados por CLSI apresentaram CIM entre 4,0-8,0µg/mL [S]. Em 

EUCAST, CIM de 16µg/mL [SDD] foi observada em 1 (0,9%) isolado cujo diâmetro de 



 

 
94 

 

 

inibição ficou entre 15-18mm [SDD]. No entanto, 2,6% dos isolados apresentaram CIM 

≤8,0µg/mL [S]. Para diâmetros entre 0-14mm [R], CIM  mais elevadas, entre 16-

64µg/mL [SDD-R], foram observadas em 2 (1,8%) isolados avaliados por M27-A2, bem 

como em 2 (1,8%)  isolados analisados por E.Dis.7.1. Neste mesmo grupo, CIM de 

0,25µg/mL [S] foi também verificada em 0,9% dos isolados. A concordância geral entre 

M44-A e M27-A2 foi 95,6% e entre M44-A e E.Dis.7.1 foi 94,7%. A maior discrepância 

(erro major) entre os resultados foi observada em R. glutinis (LMC-276T) que se 

mostrou resistente [R] na difusão em ágar e susceptível [S] em ambas as metodologias 

de microdiluição em caldo. Os outros isolados apresentaram discrepâncias menores 

(erro minor), isto é, foram resistentes [R] e susceptíveis dependente de dose [SDD] ou 

susceptíveis [S] e susceptíveis dependente de dose [SDD] ou ainda susceptíveis 

dependente de dose [SDD] e susceptíveis [S], respectivamente, na difusão em ágar e 

na microdiluição em caldo. No entanto, se forem considerados os pontos de corte do 

EUCAST (anexo 4), surge uma discrepância very major em C. albicans (LMC-361T) 

quando o resultado da difusão em ágar é confrontado com o documento E.Dis.7.1 

(anexo 2). Esta discrepância representa um achado de susceptibilidade [S] na difusão 

em ágar e um achado de resistência [R] na microdiluição em caldo. Além disto, surge 

também uma discrepância minor em C. albicans (LMC-362T) por este isolado ser 

susceptível dependente de dose [SDD] na difusão em ágar e resistente [R] na 

microdiluição (anexo 2). 

A comparação entre a metodologia de difusão em ágar descrita no kit comercial 

CECON e CIM obtidas por microdiluição em caldo segundo os protocolos do CLSI  e 

EUCAST para itraconazol é apresentada na tabela 18. Em diâmetros ≥20m [S], a 

maioria dos isolados apresentou CIM  entre 0,015-0,125µg/mL [S] para CLSI (90,3%) e 

EUCAST (88,5%). Para diâmetros entre 12-19mm [SDD], 4 (1,8%) isolados 

apresentaram CIM entre 0,25-0,5µg/mL [SDD]. No entanto, o maior percentual dos 

isolados (6,2%) apresentou CIM  ≤0,125µg/mL [S] nos dois protocolos de microdiluição. 

A concordância M44-A e M27-A2 foi 92% e entre M44-A e E.Dis.7.1 foi 90,3%. Todos 

os isolados que apresentaram discrepâncias entre os resultados, exibiram uma 

discrepância do tipo  minor, pois foram susceptíveis [S] e susceptíveis dependente de 

dose [SDD] ou susceptíveis dependente de dose [SDD] e susceptíveis [S] na difusão 

em ágar e na microdiluição em caldo, respectivamente. 

A tabela 19 mostra a comparação entre a metodologia  de difusão em ágar do 

kit CECON e CIM obtidas pela metodologia de microdiluição em caldo do CLSI e 
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EUCAST para anfotericina B. Considerando os diâmetros obtidos (>10mm), todas as 

CIM foram ≤1µg/mL. A concordância geral foi 100%. 

A proximidade das CIM geradas por cada metodologia foi indicada pelo  cálculo 

do coeficiente de correlação intraclasse (CCI). O CCI  avalia a correlação entre os 

resultados de CIM, oferecendo uma mensuração com significância estatística, pois 

considera o número de casos e o valor absoluto das CIM. O CCI é expresso com valor 

máximo de 1 e mínimo de -1 em intervalos de 95% de confiança (IC). Quando o valor 

encontrado for 1 uma correlação perfeita é estabelecida e se este for -1 existe uma 

completa ausência de correlação. No presente estudo, todavia, o sinal (-) observado 

nas correlações entre as metodologias de difusão em ágar e microdiluição em caldo 

não respresentam necessariamente ausência de correlação, mas sim uma correlação 

inversa. Isto é,  quanto menor o halo de inibição maior a resistência e quanto menor a 

concentração maior a susceptibilidade. O CCI por grupo de antifúgicos e metodologia 

de susceptibilidade é ilustrado na tabela 20. Relativamente ao fluconazol, o CCI entre 

M44-A e M27-A2 foi -0,88, entre M44-A e E.DIS.7.1 foi (-)0,89 e entre M27-A2 e 

E.DIS.7.1 foi 0,97. Para itraconazol, o CCI entre M44-A e M27-A2 e entre M44-A e 

E.DIS.7.1 foi (-)0,92 e entre M27-A2 e E.DIS.7.1 foi 0,89. Para anfotericina B, o CCI 

entre M44-A e M27-A2 foi (-)0,97, entre M44-A e E.DIS.7.1 foi (-)0,97 e entre M44-A e 

E.DIS.7.1 foi (-)0,94.  

A tabela 21 apresenta os valores de CCI para C. albicans, C. parapsilosis, C. 

guilliermondii e C tropicalis em relação aos três antifúngicos testados e as 

metodologias de difusão em ágar e microdiluição em caldo empregadas. Para todas as 

leveduras submetidas a esta análise, o valor de CCI entre M44-A e M27-A2 e entre 

M44-A e E.DIS.7.1 foi >(-)0,93 para fluconazol e entre CECON e M27-A2 e entre 

CECON e E.Dis.7.1 foi >(-)0,94 para itraconazol e >(-)0,96 para anfotericina B. O CCI 

entre M27-A2 e E.DIS.7.1 foi >0,96 para fluconazol, >0,82 para itraconazol e >0,88 

para anfotericina B.    
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TABELA 13.  ANÁLISE DESCRITIVA DA COMPARAÇÃO DOS VALORES DE CIM PARA 

FLUCONAZOL OBTIDOS PELAS METODOLOGIAS DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI E 

EUCAST. 

 
 

 
Concordância entre  CLSI e EUCAST 

 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 
 

Exata                       
N0.(%) 

 
Diferença  1 diluição  

N0.(%) 

 
Diferença  2 diluições 

N0.(%) 

 
Diferença    >2 diluições 

N0.(%) 

 
24(51,1) a 

 
08(17,0) 

 
0(0,00) 

 
C. albicans (47) 

 
15(31,9) 

39(83,0) b 47(100) 0(0,00) 

17(51,5) 2(6,1) 0(0,00) C. parapsilosis (33) 14(42,4) 

31(93,9) 33(100) 0(0,00) 

06(50,0) 03(25,0) 01(8,3) C.  guilliermondii (12) 02(16,7) 

08(66,7) 11(91,7) 12(100) 

08(72,7) 0(0,00) 0(0,00) C. tropicalis (11) 03(27,3) 

11(100) 0(0,00) 0(0,00) 

02(40,0) 0(0,00) 0(0,00) Candida spp. (5)* 3(60,0) 

05(100) 0(0,00) 0(0,00) 

03(60,0) 0(0,00) 0(0,00) Outras Espécies  (5)** 02(40,0) 

05(100) 0(0,00) 0(0,00) 

 
60(53,1) 

 
13(11,5) 

 
01(0,9) 

 
Total (113) 
 

 
39(34,5) 

99(87,6) 112(99,1) 113(100) 

 

(*) C. glabrata, C. famata, C. krusei,  C. lambica;  (**) C. humicolus, R. glutinis, Trichosporon sp.; (a) frequência isolada; (b) 

frequência acumulada. 
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TABELA 14.  ANÁLISE DESCRITIVA DA COMPARAÇÃO DOS VALORES DE CIM PARA 

ITRACONAZOL OBTIDOS PELAS METODOLOGIAS DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI E 

EUCAST. 

 
 

 
Concordância entre  CLSI e EUCAST 

 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 
 

Exata                       
N0.(%) 

 
Diferença  1 diluição  

N0.(%) 

 
Diferença  2 diluições 

N0.(%) 

 
Diferença    >2 diluições 

N0.(%) 

 
15(31,9) a 

 
13(27,7) 

 
1(2,1) 

 

C. albicans (47) 

 

18(38,3) 

33(70,2) b 46(97,9) 47(100) 

10(30,3) 06(18,2) 02(6,1) C. parapsilosis (33) 15(45,4) 

25(75,7) 31(93,9) 33(100) 

02(16,6) 05(41,7) 0(0,00) C.  guilliermondii (12) 05(41,7) 

07(58,3) 12(100) 0(0,00) 

07(63,6) 0(0,00) 0(0,00) C. tropicalis (11) 04(36,4) 

11(100) 0(0,00) 0(0,00) 

03(60,0) 0(0,00) 01(20,0) Candida spp. (5)* 01(20,0) 

04(80,0) 0(0,00) 05(100) 

01(20,0) 02(40,0) 0(0,00) Outras Espécies  (5)** 02(40,0) 

03(60,0) 05(100) 0(0,00) 

 
38(33,6) 

 
26(23,0) 

 
04(3,5) 

 
Total (113) 
 

 
45(39,9) 

83(73,4) 109(96,5) 113(100) 

 

 (*) C. glabrata, C. famata, C. krusei,  C. lambica; (**) C. humicolus, R. glutinis, Trichosporon sp.; (a) frequência isolada; (b) 

frequência acumulada. 
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TABELA 15.  ANÁLISE DESCRITIVA DA COMPARAÇÃO DOS VALORES DE CIM PARA 

ANFOTERICINA B OBTIDOS PELAS METODOLOGIAS DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO DO CLSI 

E EUCAST. 

 
 

 
Concordância entre  CLSI e EUCAST 

 

 

 

 

Espécies Fúngicas (No.) 

 
 

Exata                       
N0.(%) 

 
Diferença  1 diluição  

N0.(%) 

 
Diferença  2 diluições 

N0.(%) 

 
Diferença    >2 diluições 

N0.(%) 

 
23(48,9) a 

 
02(4,3) 

 
0(0,00) 

 
C. albicans (47) 

 
22(46,8) 

45(95,7) 
b
 47(100) 0(0,00) 

24(72,8) 01(3,0) 01(3,0) C. parapsilosis (33) 07(21,2) 

31(93,3) 32(97,9) 33(100) 

07(58,3) 0(0,00) 0(0,00) C.  guilliermondii (12) 05(41,7) 

12(100) 0(0,00) 0(0,00) 

05(45,5) 0(0,00) 0(0,00) C. tropicalis (11) 06(54,5) 

11(100) 0(0,00) 0(0,00) 

03(60,0) 0(0,00) 0(0,00) Candida spp. (5)* 02(40,0) 

05(100) 0(0,00) 0(0,00) 

02(40,0) 01(20,0) 0(0,00) Outras Espécies  (5)** 02(40,0) 

04(80,0) 05(100) 0(0,00) 

 
64(56,7) 

 
04(3,5) 

 
01(0,9) 

 
Total (113) 
 

 
44(38,9) 

108(95,5) 112(99,1) 113(100) 

 

 (*)  C. glabrata, C. famata, C. krusei,  C. lambica; (**) C. humicolus, R. glutinis, Trichosporon sp.; (a) frequência isolada; (b) 

frequência acumulada. 
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TABELA 16.  DISTRIBUIÇÃO DA DIFERENÇA EM  DILUIÇÕES ENTRE AS METODOLOGIAS DO CLSI 

E EUCAST  PARA OS ANTIFÚNGICOS  TESTADOS. 

 
Antifúngicos  

 
Metodologia 

 
 

≠ CIM Fluconazol 
No.(%) 

Itraconazol 
No.(%) 

Anfotericina B 
No.(%) 

 
 
 

CLSI>EUCAST 

 
>2 
 
2 
 
1 

 
 
 
09(8,0%) 
 
29(25,7%) 

 
01(0,9%) 
 
23(20,4%) 
 
17(15,0%) 

 
01(0,9%) 
 
03(2,7%) 
 
31(27,4%) 

 
CLSI=EUCAST 

 
0 

 
39(34,5%) 

 
45(39,8%) 

 
44(38,9%) 

 
 

CLSI<EUCAST 

1 
 
2 
 

>2 

30(26,5%) 
 
06(5,3%) 
 
 

21(18,6%) 
 
04(3,5%) 
 
02(1,8%) 

33(29,2%) 
 
01(0,9%) 
 
 

 
Total 

  
133(100%) 

 
133(100%) 

 
133(100%) 

 

≠ CIM, diferença em diluições dos resultados de CIM; CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST, European 

Committee on Antibiotic Susceptibility Testing. 

 

 

 



 

  

TABELA 17. COMPARAÇÃO ENTRE O  DIÂMETRO DA ZONA DE INIBIÇÃO OBTIDO POR DIFUSÃO EM ÁGAR (CLSI/M44-A) E  CIM OBITDA POR MICRODILUIÇÃO EM 

CALDO (CLSI e EUCAST) PARA  FLUCONAZOL. 

 
 

Número (%) de  isolados para cada  CIM  (µg/mL) 
 

DIFUSÃO EM ÁGAR 

ZONA DE INIBIÇÃO 
(mm) 

 

 

DILUIÇÃO EM 
CALDO 

 
64 

 
32 

 
16 

 
8 

 
4 

 
2 

 
1 

 
0,5 

 
0,25 

 
0,125 

 

 

0-14 

 

CLSI 

EUCAST 

 

01(0,9) 

01(0,9) 

  

01(0,9) 

01(0,9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

01(0,9) 

01(0,9) 

 

 

 

15-18 

 

CLSI 

EUCAST 

   

 

01(0,9) 

 

01(0,9) 

 

 

01(0,9) 

01(0,9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

≥19 

 

CLSI 

EUCAST 

   

01(0,9) 

03(2,6) 

 

03(2,6) 

01(0,9) 

 

 

01(0,9) 

 

01(0,9) 

05(4,4) 

 

27(23,9) 

14(12,4) 

 

36(31,8) 

40(35,4) 

 

34(30,1) 

33(29,2) 

 

06(5,3) 

11(9,7) 

 

CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST, European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing. 

1
0
0
 



 

  

TABELA 18. COMPARAÇÃO ENTRE O  DIÂMETRO DA ZONA DE INIBIÇÃO OBTIDO POR DIFUSÃO EM  ÁGAR (CECON) E  CIM  OBITDA POR MICRODILUIÇÃO EM 

CALDO (CLSI e EUCAST) PARA ITRACONAZOL. 

 

 
Número (%) de  isolados para cada  CIM  (µgmL) 

 

DIFUSÃO EM  ÁGAR 

ZONA DE INIBIÇÃO  
(mm) 

 

 
DILUIÇÃO EM 

CALDO 

 
8 

 
4 

 
2 

 
1 

 
0,5 

 
0,25 

 
0,125 

 
0,06 

 
0,03 

 
0,015 

 

 

0-11 

 

CLSI 

EUCAST 

 

 

     

 

 

 

   

 

12-19 

 

CLSI 

EUCAST 

     

 

01(0,9) 

 

02 (1,8) 

01(0,9) 

 

04(3,5) 

04(3,5) 

 

01(0,9) 

 

 

 

02(1,8) 

 

02(1,8) 

01(0,9) 

 

≥20  

CLSI 

EUCAST 

     

 

 

02(1,8) 

04(3,5) 

 

30(26,5) 

17(15,0) 

 

28(24,7) 

23(20,4) 

 

22(19,5) 

38(33,6) 

 

22(19,5) 

22(19,5) 

 

CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST, European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing. 

1
0
1
 



 

  

TABELA 19. COMPARAÇÃO  ENTRE O  DIÂMETRO DA ZONA DE INIBIÇÃO OBTIDO POR DIFUSÃO EM ÁGAR (CECON) E  CIM OBITDA POR MICRODILUIÇÃO EM CALDO 

(CLSI e EUCAST) PARA ANFOTERICINA B. 

 
 

Número (%) de  isolados para cada  CIM  (µgmL) 
  

DIFUSÃO EM ÁGAR 

ZONA DE INIBIÇÃO 
 (mm) 

 

DILUIÇÃO EM 
CALDO 

 
8 

 
4 

 
2 

 
1 

 
0,5 

 
0,25 

 
0,125 

 
0,06 

 
0,03 

 
0,015 

 

 

>10 

 

CLSI 

EUCAST 

 

 

 

 

 

 

 

04(3,5) 

05(4,4) 

 

51(45,1) 

48(42,5) 

 

47(41,6) 

48(42,5) 

 

08(7,1) 

07(6,2) 

 

03(2,7) 

05(4,4) 

 

 

 

 

 

≤10 

 

CLSI 

EUCAST 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST, European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing.

1
0
2
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TABELA 20. COEFICIENTE DE CORRELAÇÃO INTRACLASSE (CCI) POR GRUPO DE ANTIFÚNGICO. 

 
 

Intervalo de Confiança 
 (95%) 

 
 
 

Antifúngicos 

 
 
 

Metodologia 

 
 
 

CCI 
 

Limite  
Inferior 

 
Limite 

Superior 

 

Fluconazol 

 

CLSI (M44-A) 

 

CLSI (M27-A2) 

 

-0,889 

 

-0,922 

 

-0,843 

 CLSI (M44-A) EUCAST (E.DIS-7.1) -0,890 -0,923 -0,845 

 CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,978 0,968 0,985 

Itraconazol CECON CLSI (M27-A2) -0,924 -0,947 -0,892 

 CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,925 -0,947 -0,892 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,893 0,926 0,848 

Anfotericina B CECON CLSI (M27-A2) -0,973 -0,982 -0,962 

 CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,974 -0,982 -0,962 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,948 0,915 0,903 



 

  

TABELA 21. COEFICIENTE DE CORRELAÇÃO INTRACLASSE (CCI) POR ESPÉCIE FÚNGICA. 

 

Intervalo de Confiança (95%) 
 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

Antifúngicos 

 

Metodologia 

 

CCI 
 

 

Limite Inferior 

 

 

Limite Superior 

 

C. albicans (47) 

 

Fluconazol 

 

CLSI (M44-A) 

 

CLSI (M27-A2) 

 

-0,942 

 

-0,967 

 

-0,898 

  CLSI (M44-A) EUCAST (E.DIS-7.1) -0,945 -0,969 -0,904 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,993 0,986 0,997 

 Itraconazol CECON CLSI (M27-A2) -0,953 -0,973 -0,917 

  CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,953 -0,973 -0,917 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,827 0,719 0,860 

 Anfotericina B CECON CLSI (M27-A2) -0,966 -0,981 -0,940 

  CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,967 -0,981 -0,941 

   CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,942 0,833 0,976 

       

C. parapsilosis  (33) Fluconazol CLSI (M44-A) CLSI (M27-A2) -0,939 -0,969 -0,880 

  CLSI (M44-A) EUCAST (E.DIS-7.1) -0,940 -0,970 -0,883 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,972 0,938 0,996 

 Itraconazol CECON CLSI (M27-A2) -0,959 -0,979 -0,919 

  CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,959 -0,979 -0,919 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,924 0,813 0,960 

 Anfotericina B CECON CLSI (M27-A2) -0,983 -0,991 -0,966 

  CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,983 -0,992 -0,966 

   CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,887 0,775 0,924 

 1
0
4
 



 

  

TABELA 21.  CONTINUAÇÃO. 

 
 

Intervalo de Confiança (95%) 
 

Espécies Fúngicas (No.) 

 

Antifúngicos 

 

Metodologia 

 

CCI 
 

 

Limite Inferior 

 

 

Limite Superior 

 

C. guilliermondii (12) 

 

Fluconazol 

 

CLSI (M44-A) 

 

CLSI (M27-A2) 

 

-0,941 

 

-0,982 

 

-0,812 

  CLSI (M44-A) EUCAST (E.DIS-7.1) -0,951 -0,985 -0,842 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,969 0,957 0,985 

 Itraconazol CECON CLSI (M27-A2) -0,973 -0,992 -0,910 

  CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,974 -0,992 -0,912 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,915 0,799 0,952 

 Anfotericina B CECON CLSI (M27-A2) -0,977 -0,993 -0,923 

  CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,977 -0,993 -0,922 

   CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,935 0,827 0,968 

       

C. tropicalis (11) Fluconazol CLSI (M44-A) CLSI (M27-A2) -0,934 -0,981 -0,777 

  CLSI (M44-A) EUCAST (E.DIS-7.1) -0,936 -0,981 -0,783 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,988 0,969 0,994 

 Itraconazol CECON CLSI (M27-A2) -0,949 -0,985 -0,826 

  CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,950 -0,986 -0,829 

  CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,877 0,771 0,912 

 Anfotericina B CECON CLSI (M27-A2) -0,995 -0,999 -0,982 

  CECON EUCAST (E.DIS-7.1) -0,995 -0,999 -0,983 

   CLSI (M27-A2) EUCAST (E.DIS-7.1) 0,969 0,866 0,984 

1
0
5
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5. DISCUSSÃO 

 

A problemática das infecções fúngicas hospitalares tem ocupado posição de 

destaque na saúde pública mundial (WORNOCK, 2006). Isto tem redundado em 

estudos mulicêntricos para o entendimento de seus mecanismos de ocorrência e para 

o desenvolvimento de práticas de atuação que possam controlar e prevenir os 

resultados adversos da disseminação da doença fúngica adquirida durante a 

hospitalização (PFALLER & DIEKEMA, 2002; PFALLER et al., 2001, 2007). No Brasil, 

contudo, os dados sobre infecção fúngica hospitalar são escassos e pouco 

abrangentes. Além disto, esses dados não são consolidados pela maioria dos 

hospitais, dificultando ainda mais o conhecimento da dimensão do problema no país 

(COLOMBO & GUMARÃES, 2003).  

 Concretamente, no entanto, sabe-se que a maior parte das infecções fúngicas 

hospitalares no Brasil são representadas pelas candidíases invasivas, sendo as 

infecções da corrente sanguínea sua apresentação mais comum. Estudos de Colombo 

(2003) estimam que as candidemias ocorram numa taxa de 4,3% do total das infecções 

da corrente sanguinea. Em estudo prospectivo multicêntrico de candidemias 

documentadas em 11 hospitais terciários de 09 cidades brasileiras conduzido por 

Colombo et al. (2006), a incidência total de candidemias foi 2,49 casos por 1000 

admissões (1,49 a 5,30 casos/1000 admissões) e 0,37 casos por 1000 pacientes-dia 

(0,20 a 0,52 casos/1000 pacientes-dia). Segundos os autores, estes valores são até 15 

vezes mais elevados do que aqueles reportados em estudos norte-americanos e 

europeus. De acordo com os mesmos autores, a taxa de mortalidade bruta em 30 dias 

foi de  54%. 

 Diversos fatores de riscos têm sido identificados e associados à ocorrência  de 

candidíases invasivas em pacientes admitidos em hospitais brasileiros. Estudos 

prospectivos multicêntricos envolvendo 06 hospitais em 03 cidades do sudeste do 

Brasil demonstraram que a antibioticoterapia prolongada, emprego de cateter venoso 

central,  uso de bloqueadores H2, corticoterapia e quimioterapia, nutrição parenteral 

total, neutropenia, cirurgia e colonização são preponderantes. Como processos de 

base, foram relatados idade (prematuridade e senilidade), neoplasias, diabetes 

mellitus, infecção bacteriana, doença gastrointestinal, doença neurológica, aids, 

desnutrição, insuficiência renal, traumatismo e cirrose (COLOMBO, 2000; NUCCI et al., 

1998a). Mais recentemente, tempo de permanência em UTI, ventilação mecânica, 
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hemodiálise, doença cardíaca, doença pulmonar e transplantes de órgãos e medula 

óssea foram também reportados (COLOMBO et al., 2006). 

 Com relação à literatura internacional, estudos com diferentes centros médicos 

conduzidos nos Estados Unidos da América têm informado que as infecções da 

corrente sanguínea por Candida spp. representam 8% a 10% do total das septicemias 

(WISPLINGHOFF et al., 2004). Entretanto, Dimopoulos et al. (2007) reportaram 

percentuais de até 15%. Investigações levadas a termo em hospitais terciários de 

diferentes regiões dos Estados Unidos têm demonstrado que a incidência de 

candidemia varia entre 0,28 a 0,96 casos por 1000 admissões. Neste país, a taxa de 

mortalidade bruta tem sido estimada entre 50%-60% e a mortalidade atribuída em 

cerca de 38% (FRIDKIN et al., 1996). Os fatores de risco associados às candidíases 

invasivas são todos aqueles que determinam déficits no status imunológico dos 

hospedeiros (PFALLER & DIEKEMA, 2007), não diferindo, portanto, dos fatores 

relatados em estudos brasileiros.  Contudo, múltiplas transfusões de sangue, cateter 

urinário, pancreatite, queimaduras (>50%), má-formação, escala APGAR (baixo score) 

e escala APACHE II (>20) têm sido, igualmente, identificados como fatores críticos 

(CHOW et al., 2008; PAPPAS, 2006; OSTROSKY-ZEICHNER & PAPPAS, 2006; 

PERLROTH et al., 2007). 

 Na Europa, um estudo multinacional que contou com a participação de 106 

hospitais terciários da França, Alemanha, Áustria, Itália, Espanha, Suécia e Reino 

Unido e documentou 2089 casos de candidema revelou a magnitude e a gravidade do 

problema neste continente (TORTORANO et al., 2004). A taxa de incidência de 

infecções da corrente sanguínea por espécies de Candida foi de 0,20 a 0,38 por 1000 

admissões e de 0,31 a 0,44 por 10.000 pacientes-dia e a mortalidade bruta total em 30 

dias foi estimada em 37,9%, sendo que em pacientes com câncer (tumores sólidos e 

hematológicos) foi de 47% e em pacientes sob cuidados intensivos de 42,4% 

(TOTORANO et al., 2006). Com relação aos fatores de risco, as candidemias foram 

predominantes em cateterismo (79,6%), antibioticoterpia prévia (74,5%), leucemias 

(48,0%), cirurgia geral (44,7%) e UTI (40,2%) (TORTORANO et al., 2004).   

 No presente estudo, conduzido na região do estado do Rio de Janeiro, apesar 

da limitada informação demográfica, pois os dados dos pacientes foram apurados a 

partir das fichas enviadas juntamente com as amostras clínicas pelos laboratórios de 

origem e, muito frequentemente, estas vinham incompletas, foi possível observar 

(tabela 1) que a incidência de infecção fúngica foi maior no sexo masculino (47%) do 

que no feminino (37%). No entanto, para 16% dos pacientes não foi possível a 
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determinação do sexo. De forma geral, nos estudos realizados no Brasil, a prevalência 

tem sido do sexo masculino, inclusive em pacientes pediátricos (VELASCO & BIGNI, 

2008; PASQUALOTTO et al., 2005b). Relatos de autores internacionais também 

confirmam a presente casuística (BASSETTI et al., 2006; BOUGNOUX et al., 2008; 

COSTA DE OLIVEIRA et al., 2008; VIUDES et al., 2002). Apesar de certa 

preponderância entre homens, de acordo com Pfaller & Diekema (2007), não há 

diferenças clínicas consideráveis entre os sexos, levando a crer que fatores 

reprodutivos não sejam condicionantes importantes para o desenvolvimento de 

infecção em pacientes imunocomprometidos ou que outros fatores (iatrogênicos) sejam 

mais críticos (BOKTOUR et al., 2004). 

 Dos 100 pacientes avaliados no presente estudo, 71% tinham suas idades  

determinadas (tabela 1). Claramente, a maioria era de jovens com faixa etária entre 0-

20 anos (33%). Pacientes adultos jovens e maduros, com idade entre 21 e 60 anos, 

compunham 20% dos indivíduos e pacientes idosos com mais de 61 anos, 17%. A 

análise da literatura nacional permite verificar que, quanto à idade, a maior parte dos 

pacientes se encontra  numa faixa de 30-50 anos (BRITO et al., 2006; COLOMBO et 

al., 2007;  NUCCI & COLOMBO, 2007; NUCCI et al. 1998a; AQUINO et al., 2005). 

Características  populacionais regionais podem ter condicionado as faixas etárias 

encontradas (COLOMBO et al., 2008). Mesmo considerando outros fatores importantes 

como a doença de base e o comprometimento do sistema imunológico, a idade dos 

pacientes parece ter também um papel relevante no prognóstico das candidemias 

(NGUYEN et al., 1995). Na realidade, pressume-se que crianças e jovens respondam 

melhor ao stress de quimioterapias agressivas, mucosites e procedimentos cirúrgicos 

do que adultos e, naturalmente, idosos (NGUYEN et al., 1995; NUCCI et al., 1998c). 

 Relativamente aos processos primários (tabela 1), apenas 49% dos pacientes 

investigados tinham anotados em suas fichas a doença de base. Contudo, foi possível 

verificar que 41% destes processos eram de origem hematológica. Com taxas de 

incidência de 20%, as leucemias foram as doenças de base mais frequentes. No Brasil, 

de acordo com o documento As Estimativas de Câncer para o Brasil publicado  

bianualmente  pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA), na esfera onco-hematológica, 

as leucemias são preponderantes (BRASIL, 2007d). Taxas de infecção fúngica neste 

grupo de pacientes são da ordem de 20%-30%, com Candida spp. se apresentando 

como o patógeno mais comum (58%) (BODEY et al., 1992). As leucemias têm sido 

consideradas um importante fator de risco para o desenvolvimetno de candidíases 

nosocomiais devido ao próprio estado consumptivo da doença (HAMERSCHLAK, 2008; 
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MARTINO & SUBIRÀ, 2002) e, também, em decorrência da abordagem terapêutica 

que pode levar os pacientes a importante leucopenia (<1.000 leucócitos/mm3), 

granulocitopenia (<500 granulócitos/mm3), trombocitopenia (<25.000 plaquetas/mm3), 

anemia (<6,5g/dl de hemoglobina) e linfocitopenia (<6,5g/dl de hemoglobina), bem 

como a febres (>40oC por mais de 24 horas ou com hipotensão), dermatite esfoliativa 

ou ulcerativa, náuseas, diarréias e vômitos, disrritmias e sintomas neurológicos graves 

(BRASIL, 2001).  

 Dentre as patologias de base hematológica observadas nos pacientes avaliados, 

a doença falciforme foi inesperada. Em nossa casuística, 16% dos pacientes com 

infecção fúngica apresentavam anemia falciforme (tabela 1). Este achado não teve 

correspondente na literatura, pois os relatos de infecções invasivas que surgem como 

complicações nesta doença mencionam quase que exclusivamente bactérias 

encapsuladas como Streptococccus pneumoniae e Haemophilus influenza tipo B e 

bactérias gram-negativas como Klebsiella spp., Salmonella spp. e Escherichia coli (DI 

NUZZO & FONSECA, 2004; MAGALHÃES,  2007; MAGNUS et al., 1999; MELLES & 

MARIE, 2004).  

Pacientes com doença falciforme são considerados imunocomprometidos, 

apresentando, inclusive, alterações da função celular (COSTA et al., 2006). No entanto, 

é a diminuição da opsonização o fator mais crítico. Em indivíduos normais, a fração 

C3b, gerada na ativação da via clássica ou alternativa do complemento, e a fração 

C4b, liberada na via clássica, têm ação de opsonização, pois, ao se ligarem à 

superfície dos microrganismos e aos receptores específicos em neutrófilos e 

macrófagos, promovem a fagocitose e a depuração sanguínea (ITURRY-YAMAMOTO 

& PORTINHO, 2001). Em paciente com asplenia funcional ou esplenectomisados, a 

porção não-esplênica do sistema mononuclear fagocitário (SMF) compensa sua 

ausência, mas a formação de anticorpos é menos eficiente. Nesta situação, diminui a 

função de IgG e a quantidade de IgM (BJORNSON, 1994). O comprometimento da 

resposta humoral é, claramente, favorável às bactérias, mas não aos agentes fúngicos, 

que são mais sensíveis à resposta mediada por células (MACHADO et al., 2004).  

Provavelmente, a compensação da fagocitose, principalmente pelo SMF 

hepático, ofereça suficiente proteção frente aos fungos. Além disto, neutrófilos e 

monócitos são capazes de fagocitar Candida spp. não-opsonizadas em níveis 

satisfatórios (DIAMOND & HAUDENSCHILD, 1981). Outro dado relevante é a maior 

capacidade patogênica das bactérias encapsuladas em relação aos agentes fúngicos 

oportunistas, o que também vai influenciar positivamente a taxa de incidência das 
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bacteremias (WU et al., 2008). Em decorrência disto, não era esperado o percentual de 

infecção por Candida spp. observado nos pacientes com anemia falciforme estudados. 

Assim, é provável que fatores de risco específicos para candidíases invasivas também 

estivessem presentes e condicionando fortemente essas taxas (CHOW et al., 2008; 

DIMOPOULOS et al., 2007; FILIOTI et al., 2007). Contudo, para a confirmação desta 

hipótese, seria neessária a realização de estudos prospectivos, o que não era o 

objetivo deste trabalho. De qualquer modo, é plausível especular que talvez alguns 

destes pacientes estivessem, por exemplo, fazendo uso de antibioticoterapia 

prolongada para controle/profilaxia de bacteremias (CHULAMOKHA et al., 2006), 

citostáticos como hidroxiuréia para estímulo da produção de hemoglobina fetal 

(BANDEIRA et al., 2004) ou corticoterapia para tratamento de complicações como 

doenças auto-imunes (COUILLARD et al., 2007), bem como tenham sido submetidos a 

transfusões de sangue para reposição dos níveis de hemoglobina e ferro (NAUFEL et 

al., 2002), cirurgias cardíacas para bypasses cardiopulmonares (FRIEDRISCH, 2007) e 

cirurgias abdominais para ressecção de baço comprometido por crise de seqüestro 

esplênico (AL-SALEM, 2006) e, ainda, estivessem cateterizados, sob nutrição 

parenteral total ou expostos a cuidados intensivos em UTI (ADAMS-GRAVES et al., 

2008).  

Corroborando com as suposições acerca da existência de fatores de risco para 

fungemias, há na literatura relatos recentes de infecções sistêmicas por Rhodotorula 

glutinis (NEOFYTOS et al., 2007) e por C. albicans (CHULAMOKHA et al., 2006) em 

paciente com anemia falciforme cateterizados e internados em UTI. No entanto, a 

despeito da ocorrência de bacteremias, naqueles indivíduos não-cateterizados,  

segundo o estudo de Chulamokha  et al. (2006), não foram observados episódios de 

natureza fúngica. 

Na presente casuística, foi possível observar que C. albicans foi a espécie mais 

prevalente dentro do gênero Candida (43,5%) (tabela 2). Além disto, C. albicans 

representou também 41% de todos os isolados de candidemia (tabela 3). Esse 

percentual é concordante com aquele informado recentemente para essa espécie pelo 

Programa Internacional de Vigilância Epidemiológica SENTRY que investigou a 

distribuição das espécies de Candida isoladas de candidemias e seus perfis de 

susceptibilidade aos antifúngicos na América do Norte, América Latina e Europa 

(MESSER et al., 2006). Estudos multicêntricos em outras partes do mundo como Ásia e 

Oceania também relataram a maior frequência de isolamento de C. albicans de 

candidemias (SHEN et al. 2007; SLAVIN, 2002). No Brasil, C. albicans tem sido 
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igualmente a levedura mais isolada de candidemias em todas as regiões do país 

(ANTUNES et al., 2004; AQUINO et al., 2005; BARBERINO et al., 2006; PASSOS et 

al., 2007; RESENDE et al., 2002; SUGIZAKI et al., 1998). A explicação para o fato de 

C. albicans apresentar os maiores percentuais de recuperação pode estar relacionada 

a sua grande adaptabilidade e versatilidade patogênica (KUMAMOTO & VINCES, 

2005; ODDS, 1994) representada pela capacidade de aderência a diferentes mucosas 

e epitélios, o dimorfismo com produção de estruturas filamentosas que auxiliam a 

invasão tissular, a termotolerância significativa e a produção de enzimas como 

proteases e fosfolipases (COLOMBO & GUIMARÃES, 2003). No entanto, ao contrário 

do que foi encontrado neste estudo, Nucci et al. (1998b), Matsumoto et al. (2002), 

Medrano et al. (2006) e Velasco & Bigni (2008) informaram a preponderância de C. 

parapsilosis e C. tropicalis sobre as demais espécies de Candida recuperadas de 

candidemias em alguns hospitais terciários brasileiros, incluíndo o Rio de Janeiro. É 

consenso que diferenças na distribuição de espécies de Candida podem ocorrer em 

função da região e do período de estudo (PFALLER et al., 2000; ST-GERMAIN et al. 

2001). Características climáticas, demografia, doenças de base, manejo de pacientes, 

terapia antifúngica e nível e classificação dos hospitais são outros fatores que também 

podem influenciar a taxa de isolamento das espécies (COLOMBO et al., 2003b).  

Apesar de C. albicans ter sido o agente etiológico mais frequente nesta 

investigação, levando em conta apenas o gênero Candida, as espécies não-albicans 

representaram, em conjunto, a maioria dos isolados clínicos (56,5%) (tabela 2), bem 

como a maioria dos isolados de candidemias (59%) (tabela 3). O aumento progressivo 

nas taxas de recuperação das espécies não-albicans tem sido amplamente relatado 

(BARCHIESI et al., 1993; NGUYEN et al., 1996; PFALLER, 1996; VERDUYN-LUNEL et 

al., 1999). No Brasil, essa tendência foi igualmente confirmada (COLOMBO, 2000; 

COLOMBO et al., 1999; MEDRANO et al., 2006; NUCCI et al., 1998a) e taxas de 

isolamento de até 75,0% têm sido reportadas para espécies não-albicans 

(PASQUALOTTO et al., 2005a). A emergência de isolados não-albicans parece ser 

decorrente da seleção de cepas mais resistentes devido ao uso ostensivo de derivados 

azólicos (BERROUANE et al., 1999; MARR 2004; TRICK et al., 2002). Na realidade, a 

importância sanitária destas espécies reside exatamente na sua maior capacidade de 

desenvolver resistência às drogas antifúngicas de uso clínico (NUCCI & COLOMBO, 

2002). 

De acordo com o Programa Internacional de Vigilância Epidemiológica 

ARTEMIS, que também vem sistematicamente publicando os resultados sobre a 
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freqüência de isolamento de espécies de Candida recuperadas de candidemias e suas 

taxas de susceptibilidade às drogas antifúngicas em diversas partes do mundo, C. 

glabrata, C.  parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei são as espécies não-albicans 

predominantes (PFALLER et al. 2003, 2005a). C. glabrata é a espécie não-albicans 

mais isolada na América do Norte e Europa (PFALLER et al., 2000, 2007), sendo 

menos frequente na América Latina (COLOMBO et al. 2003a; PFALLER et al., 2001, 

2005b), por isso, também  menos importante em nível de saúde pública (PFALLER et 

al., 2004b). Nesta região, as principais espécies não-albicans encontradas são C. 

parapsilosis e C. tropicalis (GODOY et al. 2003; PFALLER et al., 1998a 2000, 2007). 

Na presente investigação, depois de C. albicans, as espécies de Candida mais isoladas 

de candidemias foram ainda C. parapsilosis (36,7%), C. guilliermondii (12, 2%), C. 

tropicalis (8,1%) e C. krusei (2%) (tabela 3).  

A recuperação de C. parapsilosis (36,7%) de hemoculturas em percentuais 

semelhantes aos encontrados neste estudo foi também amplamente relatado no Brasil 

por Antunes et al. (2004), Aquino et al. (2005), Colombo et al. (1999, 2007),  Nucci et 

al. (1998a), Pasqualotto et al. (2005a) e Sugizaki et al. (1998). Os fatores de risco 

associados às candidemias por C. parapsilosis têm sido bem discutidos na literatura 

(MEDRANO et al., 2006; NUCCI & COLOMBO, 2007). Em C. parapsilosis, tipicamente,  

cateterismo e nutrição parenteral total são críticos (CANTÓN et al., 2001). De acordo 

com um estudo interinstitucional conduzido por Brito et al. (2006) no Brasil, C. 

parapsilosis parece ser, particularmente, mais frequente em pacientes com neoplasia 

com cateter venoso central tunelado (tipo de Hickman) implantado para a 

administração de quimioterápicos. Na presente casuística, contudo, foi C. albicans 

(57,1%), e não C. parapsilosis (42,9%), a espécie que apresentou a maior taxa de 

isolamento em cultura de cateter. O uso ostensivo de antifúngicos para a prevenção de 

infecções invasivas  por Candida spp. em pacientes de alto risco é outro importante 

fator predisponente (ALMIRANTE et al., 2006). A forte colonização das mãos do 

pessoal de saúde e a formação de biofilmes em dispositivos médico-cirúrgicos é uma 

característica notável desta levedura que influencia grandemente sua disseminação 

hospitalar  (PFALLER   et al., 2008b). Com relação aos pacientes pediátricos e jovens, 

prematuridade, baixo peso ao nascimento, subnutrição e colonização prévia são 

também fatores de risco para a aquisição de infecção sistêmica por C. parapsilosis 

(VAN ASBECK et al., 2007). Neste grupo, a prevalência de candidemias é de 17% a 

50% dos casos (COLOMBO & GUIMARÃES, 2003). No presente trabalho, a faixa 

etária mais acometida foi aquela compreendida entre 0 e 20 anos. Brito et al. (2006), 
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estudando cadidemias por C. parapsilosis, encontraram uma média de idade de quase 

30 anos, mais elevada do que a encontrada nesta avaliação (23,3 anos).  

No presente estudo, C. guilliermondii (12,2%) foi a segunda espécie não-

albicans mais isolada de candidemias. Apesar de ser um patógeno pouco frequente, 

esta levedura tem demonstrado percentuais crescentes de isolamento (PFALLER et al., 

2005b, 2006), principalmente, na América Latina, onde tem ocupado posições 

intermediárias entre as Candida não-albicans (GODOY et al., 2003). A maioria dos 

casos descritos está relacionada com pacientes com neoplasias (COLOMBO & 

GUIMARÃES, 2003). Há poucos  dados sobre a história natural das candidemais por 

este agente, havendo dúvidas se a origem é endógena ou exógena. No entanto, C. 

guilliermondii faz parte da microbiota transitória de mãos e unhas, o que pode  associá-

la a procedimentos invasivos (MATTA et al., 2007). Cirurgias abdominais e 

cardiovasculares, neoplasias, cateter venoso central e antibioticoterapia prévia são os 

principais fatores predisponentes para infecção hospitalar por esta espécie 

(MEDEIROS et al., 2007; PASQUALOTTO et al., 2006; PFALLER et al., 2007). No 

Brasil, taxas de isolamento de 6% a 12% têm sido relatadas  (COLOMBO et al., 2007; 

MATSUMOTO, et al., 2001; VELASCO & BIGNI, 2008), fazendo com que a levedura 

seja considerada um patógeno emergente (NUCCI et al., 1998b).   

Relativamente à C. tropicalis (8,1%), esta foi a terceira espécie não-albicans com 

maior taxa de recuperação em hemocultura. Ao contrário do que foi obtido nesta 

investigação, C. tropicalis foi a espécie não-albicans mais isolada em dois recentes 

estudos multicêntricos nacionais (COLOMBO et al., 2006; MATTA et al., 2007). De 

maneira geral, C. parapsilosis e C. tropicalis correspondem em conjunto cerca de 70% 

dos isolados não-albicans de candidemias em hospitais brasileiros (COLOMBO et al., 

2006). As causas para o baixo percentual de isolamento encontrado neste estudo não 

estão claras, mas a doença de base, o manejo hospitalar e o regime terapêutico podem 

ter tido alguma influência (COLOMBO et al., 2008). Preferencialmente, C. tropicalis 

acomete pacientes com patologias hematológicas malignas (ABI-SAID et al., 1997), 

sendo, em geral, menos comum em pacientes com tumores sólidos (WINGARD, 1995). 

Na América Latina e Brasil, todavia, é encontrada causando, indiscriminadamente, 

infecção em pacientes hospitalizados (COLOMBO & GUIMARÃES, 2003). No presente 

trabalho, a anemia falciforme foi a condição clínica mais importante no caso desta 

espécie. O risco de infecção invasiva por C. tropicalis é consideravelmente maior em 

neutropenia, mucosites e antibioticoterapia prolongada (KONTOYIANNIS et al., 2001). 

Cerca de 50% a 80% dos indivíduos colonizados, eventualmente, desenvolvem 
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candidemias por C. tropicalis quando fatores de risco estão presentes 

(KONTOYIANNIS et al., 2001; SANDFORD et al., 1980).  

Nesta investigação, C. krusei (2%) foi a levedura com o menor percentual de 

isolamento, a partir de candidemias. Esta espécie tem se mostrado um patógeno 

hospitalar ocasional, acometendo, principalmente, pacientes hematológicos e aqueles 

submetidos a transplantes de medula óssea (PFALLER et al., 2008a; COLOMBO & 

GUIMARÃES, 2003). Além disto, pacientes neutropênicos sob prolongada 

quimioterapia com fluconazol têm se mostrado também susceptível a infecções da 

corrente sanguínea por C. krusei (PFALLER & DIEKEMA, 2007). Cateter e uso prévio 

de antibóticos parecem não condicionar os percentuais de candidemia (CANTÓN et al., 

2001). Taxas de 2% a 4% têm sido reportadas para candidemias causadas por esta 

levedura nos Estados Unidos e Europa (PFALLER & DIEKEMA, 2007). No Brasil, 

estudos multicêntricos prospectivos conduzidos por  Colombo et al. (2006) e Matta et 

al. (2007) revelaram taxas de infecção da corrente sanguínea de 0,6% a 1,1%. Em 

relação à presente casuística para C. krusei (2%), há consistência com os dados da 

literatura no que tange ao relato de percentuais extremamente baixos quando 

comparados com aqueles das outras espécies não-albicans. 

No presente trabalho, sangue foi a mais importante fonte de Candida spp. 

(45,4%) (tabela 3). Contudo, também contribuíram de maneira considerável o trato 

urinário (21,3%), lesões tegumentares (8,3%), trato respiratório (7,4%) e cateter (6,5%). 

Apesar de hemocultura ser o principal marcador para infecções invasivas (MARTIN et 

al., 2003) e os espécimens não-estéreis serem considerados de importância relativa 

para o diagnóstico de infecção hospitalar (WANG et al., 2004), o isolamento de 

Candida spp., a partir desses espécimens, pode apresentar certo valor preditivo para 

candidemias (SANDFORD et al., 1980), pois muitos processos invasivos estão 

associados à microbiota do próprio hospedeiro (AGVALD-ÖHMAN et al., 2008; 

CHARLES et al., 2005). Nesta série, a distribuição das espécies de Candida para este 

grupo de amostras clínicas foi a seguinte: C. albicans (54%), C. parapsilosis (26%), C. 

guilliermondii (8%), C. tropicalis (6%), C. glabrata (2%), C. famata (2%) e C. lambica 

(2%). Estes achados são compatíveis com os estudos de prevalência envolvendo 

também espécimens não-estéreis conduzidos por Resende et al. (2002) no Brasil e por 

Comert et al. (2006) na Turquia. No entanto, C. guilliermondii surge aqui também como 

a segunda espécie não-albicans mais isolada, enquanto que nos trabalhos dos 

referidos autores esta levedura apresenta taxas bem inferiores (1% e 2%, 
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respectivamente). Além disto, nesta casuística, é reportado ainda o isolamento de C. 

lambica que tem sido considerada um patógeno infrequente (VERVAEKE et al., 2008). 

De acordo com Hazen (1995), candidíases invasivas em humanos são causadas 

por cerca de 17 espécies. Entretanto, mais de 90% destas infecções são atribuídas, 

basicamente, há apenas 5 delas: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis  e 

C. tropicalis (PFALLER & DIEKEMA, 2007). A expansão do número de pacientes 

críticos tem determinado o aparecimento de novas espécies de Candida, (PFALLER et. 

al., 2007).  Este fato tem imposto aos laboratórios de microbiologia hospitalar a 

necessidade de melhorias em sua capacidade de identificação de espécies 

patogênicas, não somente para suporte à terapêutica das doenças infecciosas, mas 

também para seu controle e prevenção (PFALLER & DIEKEMA, 2002). O sucesso dos 

programas de vigilância das infecções hospitalares depende da competência do 

laboratório de microbiologia (PETERNSON et al., 2001).   

No Brasil, o papel do laboratório de microbiologia hospitalar tem sido discutido e 

contextualizado. Segundo o Ministério da Saúde/ANVISA (ANVISA, 2004b), o objetivo 

do laboratório de microbiologia pode ser assim considerado: 

 
 “O objetivo de um laboratório de microbiologia não é apenas apontar 

o responsável por um determinado estado infeccioso, mas sim, indicar, 

através do monitoramento de populações microbianas, qual o perfil dos 

microrganismos que estão interagindo com o homem. Com essas 

informações, a equipe de saúde é capaz de definir quais microrganismos 

podem ser responsáveis pelo quadro clínico do paciente e assim, propor 

um tratamento mais adequado. No entanto, para alcançar esses 

objetivos, os laboratórios de microbiologia devem possuir estrutura 

capaz de estabelecer informações sobre a melhor amostra biológica, 

reconhecer a microbiota, reconhecer os contaminantes, (...) identificar 

microrganismos com propósitos epidemiológicos, obter resultados rápidos 

em casos de emergência, racionalizar no uso de antimicrobianos, realizar 

o transporte rápido das amostras e o relato dos resultados e manter uma 

educação médica contínua em relação aos aspectos da infecção 

hospitalar”.  
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De acordo com Ferraz et al. (1997), o laboratório de microbiologia desempenha 

uma função importante no apoio à comissão de controle de infecção hospitalar nas 

diversas etapas da investigação epidemiológica, pois auxilia diretamente no diagnóstico 

de infecções e na identificação de pacientes com infecção ou colonização, cabendo-lhe 

realizar, quando necessário, estudos para estabelecer as diferenças e semelhanças 

entre microrganismos, realizar estudos do ambiente hospitalar e treinar o pessoal para 

as atividades de controle.   

Prade et al. (1995), em seu estudo multicêntrico nacional sobre infecção 

hospitalar, consideram que, na medida em que se organizam as comissões e serviços 

de controle de infecção hospitalar, surge a necessidade de conhecimento das 

características epidemiológicas microbianas de cada instituição, acarretando a melhoria 

de técnicas e resultados microbiológicos.. Conforme Rodrigues et al. (1997), o 

laboratório de microbiologia atua gerando e fornecendo relatórios sobre a distribuição 

de microrganismos identificados em sítios corporais e unidades do hospital. 

Prade et al. (1995) afirmam ainda que um exame microbiológico é resultado de 

uma seqüência de etapas que devem ser executadas com precisão, acurácia e no 

menor tempo possível. Tornando-se necessário, para isso, que o laboratório detenha o 

controle de cada uma destas etapas, orientando a padronização de rotinas e checando 

a correta execução de suas atividades.  

Recentemente, no entanto, a caracterização de laboratórios de microbiologia 

hospitalar no Brasil foi feita pelo Ministério da Saúde, ANVISA e Organização 

Panamericana de Saúde (OPAS), através do Inquérito Nacional dos Laboratórios de 

Microbiologia de Hospitais com 10 ou mais Leitos de UTI e Hospitais Sentinelas 

(BRASIL, 2007b). De acordo com o Ministério da Saúde, foram incluídos neste estudo 

os laboratórios responsáveis pelos exames microbiológicos de hospitais terciários 

públicos e privados das 5 regiões do Brasil. O levantamento dos dados foi feito no 

período de abril de 2002 a julho de 2005 por meio de visitas técnicas e preenchimento 

de questionários que continham as seguintes variáveis: identificação do laboratório e 

hospital, fonte de financiamento, infra-estrutura, recursos humanos, insumos e 

equipamentos, procedimentos (fases pré-analítica, analítica e pós-analítica), sistema da 

qualidade e biossegurança.  

Um total de 464 unidades laboratoriais que prestavam serviços de microbiologia 

clínica para 531 hospitais foi avaliado. A maior parte destas instituições  se encontrava 

na região sudeste (68%), seguido pelas regiões sul (18%), nordeste (7%), norte e 

centro-oeste  (3%). Os estados com maior predomínio de hospitais foram São Paulo 
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(42%), Rio de Janeiro (15%) e Minas Gerais (8%) (BRASIL 2007a; 2007b).  Os  dados 

apurados foram consolidados pelo Ministério da Saúde no documento Análise do 

Inquérito Nacional sobre Infra-estrutura, Recursos Humanos, Equipamentos, 

Procedimentos, Controle de Qualidade e Biossegurança nos Laboratórios de 

Microbiologia (BRASIL, 2007a) e os resultados obtidos permitiram identificar graves 

deficiências em todos os aspectos investigados no inquérito nacional. Em termos 

gerais, havia laboratórios que não possuíam os equipamentos mínimos necessários 

para o seu funcionamento e, no tocante aos procedimentos microbiológicos, havia 

aqueles que não eram capazes, se quer, de realizar a coloração de Gram. 

Particularmente, com relação aos fungos, o estudo do Ministério da Saúde 

revelou que apenas 12,9% laboratórios tinham profissionais especializados em 

micologia médica e que em 83,8% havia rotina para fungos, sendo que destes, 99,2% 

faziam microscopia direta (84,3% tinta da China e 78,7% hidróxido de potássio), 88,7% 

cultura, 42,2% microcultivo em lâmina e 14,4% identificação bioquímica manual. Kits 

para identificação de leveduras eram empregados por 10,0% dos laboratórios com 

rotina micológica e sistemas automatizados eram utilizados por 21,9%.  A identificação 

do gênero  Candida  era feita por 84,6% dos laboratórios, no entanto, apenas  51,7% 

identificavam a espécie. Dos laboratórios que identificavam Candida spp., 62,9% 

faziam apenas tubo germinativo (BRASIL, 2007b).  

Conforme o próprio Ministério da Saúde, estes dados são insatisfatórios, já que 

os laboratórios estudados realizam exames para hospitais com leitos em UTI onde 

infecções da corrente sanguínea por Candida spp. são frequentes (BRASIL, 2007a). 

Ainda segundo o Ministério da Saúde, o fato de 15,4% dos laboratórios não 

identificarem o gênero Candida e de 48,3% não identificarem as espécies deste gênero 

exerce impacto negativo sobre o real conhecimento da epidemiologia das infecções 

hospitalares e sobre o padrão de distribuição das espécies no Brasil (BRASIL, 2007a; 

2007b). De acordo com Colombo & Guimarães (2007), o correto diagnóstico de 

espécies associadas às infecções  fúngicas  invasivas não é apenas de interesse para 

a epidemiologia, mas também são de importância para a clínica, pois a história natural 

destas infecções, bem como sua resposta ao tratamento com azólicos e poliênicos, 

variam com as diferentes espécies relacionadas. Além disto, o reconhecimento de 

surtos só é possível a partir da efetiva identificação do agente quanto à espécie 

(COLOMBO & GUIMARÃES, 2003, 2007). 

Pelo exposto, a análise dos métodos de identificação fúngica é claramente  

relevante para o sistema sanitário brasileiro, pois o diagnóstico das infecções invasivas 



 

 118 

é deficiente. Como já mencionado, isto é particularmente verdade para os agentes de 

infecção da corrente sanguínea cujas taxas de morbi-mortalidade, em geral, são 

elevadas e os resultados da quimioterapia antifúngica são fortemente condicionados 

pelo tempo e etiologia (COLOMBO et al., 2006). No cenário nacional, as candidemias 

são os processos invasivos de natureza fúngica mais críticos, pois quase a metade dos 

laboratórios estudados pelo Ministério da Saúde não identificam a espécie de Candida 

envolvida na infecção.  

Segundo Dealler (1991), estes índices poderiam ser melhorados com o emprego 

de um teste de baixo custo que permitisse um diagnóstico precoce e pudesse ser 

executado por um staff com moderado grau de expertise em micologia, como, por 

exemplo, a prova do tubo germinativo. No entanto, também conforme os dados do 

Ministério da Saúde (BRASIL, 2007b), apenas 44,6% dos laboratórios no Brasil 

realizam essa técnica. Esta prova é um procedimento diagnóstico que fornece uma 

identificação presuntiva de C. albicans (SHEPPARD et al., 2008). Aproximadamente 

95% dos isolados clínicos desta espécie são capazes de produzir tubos geminativos 

quando incubados em soro humano a 37o C por 2-3 horas (LO et al., 2001; RIMEK et 

al., 2007). O tubo germinativo representa a iniciação de uma hifa verdadeira que se 

desenvolve a partir da célula de levedura. Em seu ponto de origem, o tubo germinativo 

apresenta paredes paralelas e ausência de constrições, o que o difere das pseudohifas 

(BERARDINELLI & OPHEIM, 1985).  

Nesta investigação, um conjunto de provas convecionais e moleculares foi 

empregado para a identificação das espécies sob investigação e, dentre estas, a prova 

do tubo germinativo foi avaliada. Todas as espécies de levedura foram  desafiadas 

quanto à capacidade de produção de tubo germinativo. No entanto, como esperado, 

apenas C. albicans (anexo 1) foi capaz de desenvolver esta estrutura. Em nossa 

casuística, um total de 10,6% dos isolados de C. albicans não foi capaz de produzir 

tubo germinativo, um percentual mais elevado do que aquele observado na literatura, 

que, normalmente, relata taxas de falsos-negativos em torno de 5% (CARRILLO-

MUÑOZ et al., 2001; LO et al., 2001; TERLECKA et al., 2006). Segundo Berardinelli & 

Opheim (1985), falso-negativos podem ocorrer em função do tamanho do inóculo, 

tempo de incubação, tipo de meio de cultura e tempo de preservação do isolado. Falso-

positivos também podem ocorrer em cerca e 1%-2% dos casos, sendo que as espécies 

mais envolvidas são C. dubliniensis e C. tropicalis (CARRILLO-MUÑOZ et al., 2001; 

TERLECKA et al., 2006). Há relatos ainda de tubo germinativo em C. parapsilosis 

(LIPPERHEIDE et al., 1993). No presente trabalho, não foi observada a produção de 
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tubos germinativos em C. tropicalis e em nenhum outro isolado não-albicans. 

Corroborando com os percentuais de sensibilidade (89,4%) e especificidade (100%) 

encontrados na presente casuística, taxas de sensibilidade e especificidade de 91%-

100% e 95%-100%, respectivamente, têm sido informadas, por diferentes autores, para 

esta prova (ARORA et al., 2003; FOONGLADDA et al., 2002; HOPPE & FREY,1999).  

Neste estudo, todavia, analisando a prova do tubo germinativo em conjunto com  

a identificação em CHROMagar foi possível observar que quase 90% dos isolados de 

C. albicans (anexo 1) foram adequadamente identificados por esta prova, mas quando 

verificado os resultados da identificação no meio cromogênico, observou-se que este 

foi superior, pois 100% dos isolados foram corretamente identificados. Este dado é 

confirmado por Campbell et al. (1998) e Hoppe & Frey (1999) que também relataram, 

em comparações com meios cromogênicos, uma melhor acurácia destes métodos de 

identificação de C. albicans em relação ao tubo germinativo. Comportamento 

semelhante foi observado quando a prova do tubo germinativo foi comparada com a 

identificação bioquímica. Claramente superior, a bioquímica permitiu identificar 

corretamente100% dos isolados de C. albicans testados enquanto que a prova do tubo 

germinativo detectou apenas 89,4%. Estes valores são consistentes com aqueles 

relatados por Guelfand et al. (2003), na Argentina, e Lo et al. (2001), em Taiwan, para 

comparações entre tubo germinativo e provas bioquímicas. Interessante notar que 

todos os isolados cuja prova do tubo germinativo foi negativa apresentaram baixos 

percentuais de probabilidade (68-78%), segundo o software do equipamento Vitek 

(BioMerieux, França). Contudo, apesar da solicitação de testes complementares para 

confirmação, todas essas leveduras foram caracterizadas como C. albicans pelo 

equipamento. Correlações positivas entre a indução de tubo germinativo e a produção 

de enzimas hidrolíticas têm sido demonstradas, mas em modelos experimentais de 

infecção (VIDOTTO et al., 1999). Relativamente à prova molecular, o tubo germinativo 

também apresentou menor sensibilidade (89,4%), pois 100% das cepas de C. albicans 

foram identificadas molecularmente. 

Considerando a produção de clamidósporos, todos os isolados que 

apresentaram resultados negativos para tubo germinativo também foram negativos 

para clamidósporo, o que revela a mesma taxa de sensibilidade (89,4%). 

Tradicionalmente, o desenvolvimento de clamidósporos tem sido usado em micologia 

médica como procedimento diagnóstico de C. albicans. Mais de 90% de todos os 

isolados de C. albicans produzem clamidósporos quando inoculadas em meios 

apropriados. Esta característica é tão consistente nesta levedura quanto à produção de 
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tubo germinativo (BEHESHTI et al., 1975). O passo preliminar para o desenvolvimento 

de clamidósporos é a filamentação. Desse modo, as condições que favorecem a 

produção de hifas e pseudohifas encorajam, igualmente, o desenvolvimento de 

clamidósporos. Dentre os fatores que parecem favorecer a produção destas estruturas, 

a presença de dissacarídeos e trissacarídeos, mais do que outras hexoses, são 

preponderantes. Outros fatores que estimulam a produção de clamidósporos incluem 

pH levemente alcalino, microaerobiose, ausência de íons inorgânicos, uso de meios 

sólidos, diminuição da tensão superficial pelo tween 80 e inóculo de 24 horas e com 

densidade de aproximadamente 106 células/mL (MCGNNIS, 1980). Esta prova tem sido 

empregada quando não há formação de tubo germinativo para confirmação de C. 

albicans (SAND & RENNIE, 1999). Em nossos achados, todavia, como já mencionado, 

não encontramos diferenças entre os resultados de ambas as técnicas morfológicas. 

Segundo Lo et al. (2001), essas  provas podem ser empregadas como primeiro passo 

para a identificação de leveduras hospitalares, mas comparativamente, a prova do tubo 

germinativo é mais econômica e menos laboriosa (HEELAN et al., 1996).   

No contexto do laboratório de microbiologia hospitalar, algumas questões 

concernentes às limitações da prova do tubo germinativo e do clamidósporo devem ser 

abordadas. Estas provas são aplicadas apenas para a identificação de C. albicans ou 

para sua exclusão (HOPPE & FREY, 1999). Desse modo, o laboratório deverá decidir 

quando realizar tais procedimentos. Esta decisão irá depender do tipo de espécimen 

clínico, número de espécimens positivos com o mesmo organismo, número de 

organismos presentes e tipo de processo clínico (SAND & RENNIE, 1999). Nestas 

provas, deve ser sempre considerada a possibilidade de alguns isolados de C. albicans  

apresentarem resultados falso-negativos (5%), bem como falso-positivos (1-2%) 

(CARRILLO-MUÑOZ et al., 2001; TERLECKA et al., 2006). Outra questão que deve ser 

ainda discutida é atinente à própria execução do teste no laboratório, já que são críticos 

para a produção de tubo germinativo a composição e a qualidade do soro sanguíneo 

empregado e o correto preparo do inóculo. Além disto, a experiência em micologia do 

analista é determinante para a obtenção de resultados fidedignos, pois é necessário o 

exame de pelo menos 100 células de levedura para se declarar a prova negativa 

(HOPPE & FREY, 1999).  

Para laboratórios com grande número de isolamentos, as provas morfológicas 

podem não ser adequadas (LO et al., 2001). Nestes casos, provas cromogênicas e 

bioquímicas representaram considerável avanço. O CHROMagar-Candida e o sistema 

automatizado VITEK apresentam comodidade e facilidade de manuseio, gerenciamento 
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de dados (no caso do sistema automatizado) e capacidade de identificar, em um 

período de 24-48 horas, em nível de espécie, as principais leveduras de infecção 

hospitalar (ALMEIDA, 2005). O CHROMagar Candida é um método baseado em  

reações de enzimas espécie-específicas que hidrolizam um substrato cromogênico e 

cuja atividade é revelada através de um indicador de pH (ODDS & BERNAERTS, 

1994), permitindo identificar,  pela coloração e morfologia da colônia, basicamente, C. 

albicans (verde), C. tropicalis (azul) e C. krusei (rosa) e, em alguns casos, C. glabrata 

(rosácea). Este meio tem sido utilizado para isolamento primário e para a identificação 

de leveduras recuperadas em métodos convencionais (PFALLER et al., 1996). A 

principal característica do CHROMagar parece ser a sua capacidade de detectar 

culturas polifúngicas de espécimens clínicos (ODDS & BERNAERTS, 1994; PFALLER 

et al., 1996; WILLINGER & MANAFI, 1999).  

Na presente casuística, todos os isolados de C. albicans (anexo 1) foram 

corretamente identificados, exibindo uma coloração verde-claro brilhante no meio 

CHROMagar. De acordo com Sivakumar et al. (2009) o meio é de grande utilidade na 

identificação presuntiva de candidemias por C. albicans. Okulicz et al. (2008) 

consideram que o CHROMagar Candida é especialmente eficiente na separação de C. 

albicans das espécies não-albicans. No entanto, Odds & Davidson (2000) e Saunte et 

al. (2005) relataram o crescimento de colônias de C. albicans de coloração rosa. 

Segundo Odds & Davidson (2000), temperaturas de incubação inferiores à 30º C 

parecem influenciar neste fenômeno. Não obstante conflitos de identificação, elevadas 

taxas de sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo para C. albicans têm 

sido descritas (GARCÍA-MARTOS et al., 1998). Conforme Odds & Bernaerts (1994), 

estas taxas excedem 99%. 

Com relação à identificação de Candida não-albicans, o CHROMagar apresenta  

respostas diferentes em função do tipo de espécie sob investigação. Claramente, C. 

tropicalis e C. krusei são as espécies que demonstram os melhores rendimentos neste 

meio. Neste estudo, os 11 isolados de C. tropicalis (anexo 1) foram adequadamente 

identificados, apresentando a coloração azul-cobalto característica. De acordo com 

Pfaller et al. (1996), o CHROMagar detecta facilmente a presença de C. tropicalis no 

meio de cultura. Para esta espécie, Sán-Millán et al. (1996) encontraram uma 

sensibilidade de 93,8% e especificidade de 99,1%. Entretanto, Willinger & Manafi 

(1999), informaram uma taxa de sensibilidade de apenas 66,7%, em decorrência do 

surgimento de colônias de coloração branca e violeta. Falso-positivos podem ocorrer 

com Saccharomyces cerevisiae (WILLINGER & MANAFI, 1999) e algumas amostras de 
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C. guilliermondii e C. humicolus (BERNAL et al., 1995). Colorações esverdeadas têm 

sido também relatadas, o que pode levar a confusões com C. albicans (SIVAKUMAR et 

al.,2009).  

O único representante da espécie C. krusei (LMC-287T) isolado neste trabalho 

(anexo 1) foi inequivocamente reconhecido em CHROMagar, tendo em vista o 

crescimento de uma colônia difusa, de coloração rosa, aspecto seco e fosco e textura 

rugosa. Com base nestas características morfológicas, segundo Powell et al. (1998), C. 

krusei é facilmente distinguida das outras espécies de Candida. Apesar da rara 

ocorrência de falso-positivos (BAUMGARTNER et al., 1996), C. firmentaria, C. 

inconspicua, C. lypolitica e C. norvergensis  podem apresentar morfologia colonial 

semelhante àquela de C. krusei (HOSPENTHAL et al., 2006). Todavia, sensibilidade de 

99% e especificidade de 100% têm sido relatadas, por Hospenthal et al. (2006), para C. 

krusei.  

Relativamente aos dois isolados de C. glabrata (LMC-353T, LMC-360T) (anexo 

1), estes exibiram uma coloração rosácea no meio, o que não permitiu diferenciá-los de 

C. guilliermondii e da maioria de C. parapsilosis. Na realidade, a utilização de 

CHROMagar para a detecção de C. glabrata é controversa. De acordo com Freydiere 

(1996), que avaliou 289 isolados clínicos e encontrou 12 leveduras exibindo uma 

coloração rósea ou violácea, com exceção de C. krusei, todas as outras 11 eram 

indistinguíveis. Odds & Bernaerts (1994), Sán-Millán et al. (1996) e Sivakumar et al. 

(2009) também relataram o mesmo problema e questionaram a eficiência do 

CHROMagar para a identificação de C. glabrata. No entanto, Pfaller et al. (1996) 

afirmaram a capacidade deste meio cromogênico em diferenciar C. glabrata dos 

demais agentes, pois esta parece produzir caracteristicamente uma coloração violeta-

escuro. Bernal et al. (1996), inclusive, demonstraram o bom rendimento do 

CHROMagar, ao encontrar, a partir de seus estudos, sensibilidade (98,9%) e 

especificidade (99,8%) elevadas para C. glabrata.  

No caso das outras espécies não-albicans avaliadas (anexo 1), foi observado 

neste estudo que C. parapsilosis apresentou 25 colônias de coloração rosa e 08 de 

coloração branca e que C. famata, C. guilliermondii e C. lambica também exibiram 

colônias de tonalidade rósea. Além disto, C. humicolus mostrou um aspecto rosa-

acinzentado e Trichosporon sp. uma coloração azul-turqueza. Tais achados têm sido, 

igualmente, relatados por outros autores (ARAÚJO et al., 2005; GARCÍA-MARTOS et 

al., 1998; KOEHLER et al., 1999; POWELL et al., 1998). De acordo com a literatura, 

contudo, estes aspectos das colônias são inconsistentes e não permitem uma 
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identificação específica do fungo (ODDS & BERNAERTS, 1994; SIVAKUMAR et al., 

2009), o que faz com que o CHROMagar seja pouco efetivo na separação destas 

leveduras (PFALLER et al., 1996; WILLINGER & MANAFI, 1999). No presente trabalho, 

uma sensibilidade de 100% e especificidade de 69,3% para C. guilliermondii e uma 

sensibilidade de 75,7% e especificidade de 77,5% para C. parapsilosis foram, por 

exemplo, observadas neste meio cromogênico (anexo 1). Segundo García-Martos et 

al. (1998), as colorações rosa, púrpura e branca são compartilhadas por um grande 

número de espécies e, por isso, são as que oferecem as maiores dificuldades 

interpretativas, sendo necessário, por conseguinte, recorrer a outras características 

morfológicas, além da coloração, para orientar a identificação ou, ainda, empregar 

provas bioquímicas complementares.  

Na realidade, o papel do CHROMagar no laboratório de microbiologia hospitalar 

irá  depender dos recursos micológicos disponíveis, população atendida e necessidade 

de controle epidemiológico. A detecção e a rápida identificação de patógenos são de 

importância para o conhecimento do padrão de distribuição das espécies e para a 

seleção dos mais apropriados agentes antifúngicos (PFALLER & DIEKEMA, 2002). 

Certamente, por isso, o CHROMagar-Candida poderá ser útil como instrumento de 

diagnóstico em pacientes imunocomprometidos e em cultura de vigilância (PFALLER et 

al., 1987; SANDFORD et al., 1980).  

Apesar de não ser endossado como um método definitivo de identificação, a 

acurácia do CHROMagar no reconhecimento de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e 

C. glabrata, demonstrada em diferentes estudos (GARCÍA-MARTOS et al., 1998; 

ODDS & BERNAERTS, 1994; WILLINGER & MANAFI, 1999) e também na presente 

casuística, pode suportar seu uso como um guia para decisões clínicas e avaliações 

sanitárias. Somado a isto, dado que muitos laboratórios de microbiologia hospitalar, 

especialmente no Brasil (BRASIL, 2007b), não realizam outra metodologia de 

identificação de Candida spp., além da prova do tubo germinativo, o uso deste meio 

cromogêncio poderá ampliar o nível da identificação micológica do laboratório. O custo 

potencial da implantação desta prova poderá ser minimizado na rotina dos laboratórios 

hospitalares pela rápida capacitação dos analistas no uso do meio cromogênico, bem 

como pela melhoria na eficiência micológica, pois a detecção dos agentes clínicos mais 

frequentes em infecção invasiva (C. albicans e C. tropicalis) passa a ser possível 

(HORVATH et al., 2003; OKULICZ et al., 2008). 

Como já mencionado, tradicionalmente, a identificação de leveduras é feita 

através de avaliações da micromorfologia e por estudos bioquímicos, envolvendo 
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assimilação e fermentação de carbohidratos (MURRAY et al., 2005). Apesar de 

requererem, frequentemente, vários dias para a correta interpretação dos resultados e 

empregarem colônias isoladas, o que retarda ainda mais as análises laboratoriais, os 

ensaios bioquímicos são considerados provas definitivas de identificação  

(HOSPENTAL et al., 2006; QUINDÓS et al., 2001). A miniaturização e a automação 

dos painéis bioquímicos contendo açúcares-chaves para a identificação dos isolados 

de importância clínica, representou um real ganho de tempo e eficiência de diagnóstico 

(ALMEIDA, 2005). O sistema de identificação automatizado VITEK (BioMerieux, 

França) vem evoluíndo sua performance desde os primeiros estudos de Pfaller et al. 

(1988), que relataram  percentuais de identificação de 83%, até os de El-Zaatari et al. 

(1990), que informaram percentuais de 97,2%. De acordo com Stager & Davis (1992), 

este método apresenta claramente melhor rendimento para aquelas espécies mais 

relevantes na clínica. Contudo, para aquelas com menor incidência, algumas 

dificuldades têm sido reportadas.  

Na presente avaliação, 90 (79,6%) dos isolados apresentaram taxa de 

propabilidade de mais de 85% (88-99%) para a primeira opção de identificação 

oferecida pelo software do aparelho VITEK (BioMerieux, França) (anexo 1). O restante 

dos isolados (20,4%) apresentou taxas que variaram entre 50 a 83%. Segundo Dooley 

et al. (1994), a identificação é considerada aceitável se a probabilidade da primeira 

escolha do equipamento  for ≥85% a 24h ou 48h sem a indicação de teste suplementar 

ou se a 24h não for solicitada nova incubação por mais 24h Testes suplementares e/ou  

extra-incubações de 24h foram solicitados basicamente para os isolados com 

percentuais de probabildade abaixo de 85%. A exceção ficou por conta do único 

isolado de Trichosporon sp. (99%) cujo equipamento solicitou a realização de testes 

suplementares. Deste modo, 89 (78,8%) isolados foram identificados corretamente pelo 

equipamento. Taxas semelhantes (76%) às encontradas neste estudo também foram 

informadas por Dooley et al. (1994). Entretanto, de maneira geral, a literatura tem 

relatado percentuais de identificação de até 98% para este sistema automatizado (EL-

ZAATARI et al., 1990; FENN et al., 1994; GUTIÉRREZ et al., 1994; PFALLER et al., 

1988; WADLIN et al., 1999). Neste trabalho, 84,3% das identificações corretas foram 

informadas pelo equipamento nas primeiras 24h de incubação. Ocasionalmente, 

todavia, alguns isolados de crescimento mais lento necessitaram de mais 24h para 

assimilar os carbohidratos do painel bioquímico. Outros autores também relataram para 

este equipamento elevados percentuais de identificação no período de 24 horas 

(DOOLEY et al., 1994; FENN et al., 1994). 
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Com relação às espécies avaliadas pelo sistema VITEK, 10,6% dos isolados de 

C. albicans e 27,3% dos isolados de C. tropicalis foram identificados de forma 

incompleta com baixos percentuais de probabildade (<85%) e solicitação de provas 

suplementares (anexo 1). Na verdade, estas taxas contrastam com aquelas que têm 

sido relatadas para as espécies de importância clínica, pois a literatura tem informado 

percentuais menores do que 1% (EL-ZAATARI et al., 1990; FENN et al., 1994). 

Segundo Dooley et al. (1994), apesar de menos frequente, estudos que complementem 

o diagnóstico bioquímico automatizado podem ser necessários para estas espécies. C. 

guilliermondii, todavia, foi a espécie com a maior taxa de identificações incompletas 

(75%) (anexo 1). De acordo com o equipamento, C. famata (6 isolados) e C. tropicalis 

(3 isolados) foram as espécies que surgiram como outras possibilidades de 

identificação para C. guilliermondii. Sand & Rennie (2003) relataram que o 

equipamento VITEK também solicitou provas complementares para a diferenciação 

com C. famata em 30% dos isolados de C. guilliermondii. Outros estudos têm 

demonstrado, contudo, que o sistema VITEK é capaz de detectar 100% dos isolados 

de C. guilliermondii testados  (DOOLEY et al., 1994; EL-ZAATARI et al., 1990) e que 

trocas de identificação parecem ocorrer em percentuais muito baixos nesta espécie 

(FENN et al., 1994).  

Apesar de não ter sido observado problemas na identificação de C. parapsilosis, 

no caso de um isolado (LMC-262T), testes complementares foram solicitados para a 

confirmação e separação de C. tropicalis (anexo 1). Segundo Sand & Ronnie (2003), 

estas leveduras diferem em apenas um teste de assimilação (arabinose), gerando certa 

dificuldade de identificação em alguns isolados. Nesta avaliação, a única cepa isolada 

de C. krusei (LMC-287T) foi corretamente identificada em 48h de incubação, o que foi 

confirmado pelo seu crescimento característico em CHROMagar. El-Zaatari et al. 

(1990) também identificaram sem maiores problemas todos os isolados de C. krusei, 

após o mesmo período de tempo. Todavia, diversos autores têm informado dificuldades 

com esta espécie quanto à necessidade de provas complementares, identificações 

incorretas ou falhas na identificação (DOOLEY et al., 1994; FENN et al., 1994; 

PFALLER et al., 1988).  

Relativamente aos isolados de C. humicolus (LMC-255T, LMC-290T) e R. 

glutinis (LMC-276T, LMC-317T), estes  foram identificados de maneira incompleta, 

sendo solicitado pelo equipamento outras provas (anexo 1). Almeida et al. (2008) 

também relataram problemas na identificação automatizada pelo VITEK de leveduras 

do gênero Rhodotorula recuperadas de hemocultura. Segundo estes autores, há a 
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necessidade de provas de assimilação de nitrato para separar as duas principais 

espécies (R. glutinis e R. mucilaginosa). Claramente, este sistema apresenta limitações 

para identificar isolados com pouca frequência na clínica (EL-ZAATARI et al., 1990; 

FENN et al., 1994). 

Efetivamente, percentuais mais elevados de identificação podem ser obtidos se 

testes suplementares e/ou novas incubações são procedidos, quando solicitados pelo 

software do equipamento, naquelas amostras que apresentam baixos rendimentos na 

identificação bioquímica (RIDDLE et al., 1994; SAND & RENNIE, 1999). Contudo,  

Fenn et al. (1994) consideraram a solicitação de tais provas como importantes 

limitações na capacidade de identificação das espécies. De acordo com Sand & Rennie 

(1999), nenhum método automatizado é totalmente auto-suficiente, por isso, segundo 

estes autores, é inevitável a solicitação de provas complementares. A necessidade de 

avaliações que complementem a identificação decorre do fato da  base de dados  

bioquímica destes equipamentos ser restrita a algumas espécies de levedura 

(PFALLER et al., 1988). Normalmente, estas provas complementares são compostas 

por análises morfológicas e testes de assimilação e fermentação de carbohidratos 

específicos (KURTZMAN & FELL, 1998).  

Em verdade, todos os isolados estudados no presente trabalho foram também 

avaliados quanto a sua capacidade de produzir tubo germinativo, clamidósporos e 

comportamento em CHROMagar-Candida. Com relação aos isolados identificados de 

maneira incompleta, foram detectados por algumas das provas suplementares 

propostas apenas 5 cepas de C. albicans (LMC-272T, LMC-273T, LMC-274T, LMC-

322T, LMC-348T) e 3 de C. tropicalis (LMC-279T, LMC-293T, LMC-356T) (anexo 1). 

Nenhum dos isolados, todavia, produziu tubo germinativo e/ou clamidósporos, incluindo 

aquelas de C. albicans. De acordo com Guelfand et al. (2003) e Sood et al. (2000), tubo 

germinativo e clamidósporo são de valor para confirmação de C. albicans, mas pouco 

efetivos para outras espécies de Candida ou mesmo para aquelas cepas de C. albicans  

que não são capazes de produzí-los. Do mesmo modo, o CHROMagar é efetivo 

apenas para certas espécies de Candida como C. albicans, C. tropicalis e C. krusei 

(ODDS & BERNAERTS, 1994), não sendo de utilidade para as demais.  

No presente trabalho, o CHROMagar-Candida apresentou efetividade na 

detecção das 5 cepas de C. albicans não produtoras de tubo germinativo e 

clamidósporo e das 3 cepas de C. tropicalis acima mencionadas. Fotedar & Al-Hedaithy 

(2003), estudando o comportamento de 10 cepas de C. albicans clamidósporo e tubo 

germinativo-negativas neste meio cromogênico, relataram, igualmente, que o 
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CHROMagar-Candida foi capaz de identificar de forma correta estas cepas atípicas, 

bem como  diferenciar seus sorotipos. García-Martos et al. (1998) também confirmaram 

a boa resposta do meio CHROMagar na reidentificação de C. tropicalis obtidas de 

amostras clínicas. Estes achados reafirmam a adequabilidade do CHROMagar como 

prova complementar na identificação ou confirmação de isolados com biologia alterada 

ou bioquímica com um baixo grau de certeza. 

De acordo com Freydiere et al. (2001), um sistema automatizado eficiente deve 

ter uma base de dados capaz de identificar as leveduras de interesse médico, deve ser 

capaz ainda de identificar estes isolados com acurácia e reprodutibilidade, não 

fornecendo identificações trocadas, deve também apresentar taxas de identificação 

>90% e não solicitar a realização de provas complementares que são, em geral, 

onerosas e laboriosas e, principalmente, deve ser rápido, de execução simples e de 

baixo custo. Na presente avaliação, quando se considera apenas aqueles isolados de 

maior importância clínica (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis), a taxa de 

identificação sobe de 78,8% (totalidade dos isolados) para 90,1% (anexo 1). Esse dado 

é relevante porque a correta identificação dos isolados tem se tornado essencial para 

um adequado manejo clínico de pacientes críticos, bem como para estudos 

epidemiológicos detalhados e prevenção e contensão de surtos de infecção hospitalar 

(WADLIN et al., 1999).  

Por necessitar apenas de uma simples suspensão de leveduras como inóculo e 

um único cartão de identificação e apresentar ainda rápida leitura automatizada (24-

48h.), além de ser seguro e evitar o erro humano na interpretação de resultados, de 

acordo com Oliveira et al. (2006), o sistema VITEK é adequado ao laboratório de 

microbiologia de hospitais terciários. No entanto, segundo o Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2007b), a automação para fungos está presente em apenas 22% dos 

laboratórios hospitalares no Brasil.  

Em um estudo conduzido por Peterson & Noskin (2001), nos Estados Unidos, 

laboratórios de hospitais adequadamente equipados para o controle da infecção 

hospitalar podem reduzir os custos com essas infecções em cerca de 

US$2.000.000/ano e evitar em torno de 285 novos casos/ano. Modelos organizacionais 

mais modernos e eficientes têm surgido nos laboratórios de microbiologia hospitalar em 

decorrência da dramática mudança na epidemiologia dos pacientes hospitalizados e na 

abordagem clínica e terapêutica das doenças infecciosas, impondo, de maneira 

imperativa, a necessidade de maior financiamento destas intituições (CANTÓN, 2005). 

Neste sentido, a verba oficial para a melhoria do nível tecnológico e reaparelhamento 
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dos laboratórios hospitalares foi estimado por Peterson & Noskin (2001), tendo em 

conta a realidade Norte Americana, em cerca de U$300.000-US$500.000/ano. No 

Brasil, não há verba destinada, especificamente, ao controle de infecção hospitalar 

(SANTOS et al., 2005). Contudo, os recursos para o financiamento global das ações e 

serviços públicos em saúde são garantidos pela Emenda Constitucional (EC) no. 

29/2000 (BRASIL, 2000b) que atualmente depende da aprovação do Projeto de Lei 

Complementar (PLC) no. 306/2008, ainda em tramitação no Congresso Nacional, para 

sua regulamentação. Segundo este PLC, os  investimentos públicos com ações em 

serviços de saúde, incluindo vigilância sanitária e controle de infecções, treinamento de 

pessoal e aquisição de equipamentos, passarão a ser, na esfera federal, de 1,85% do 

Produto Interno Bruto (PIB) e, nas esferas estadual e municipal, de 12% e 15% da 

receita bruta, respectivamente (BRASIL, 2008).  

A habilidade de identificar acuradamente microrganismos hospitalares é 

fundamental para qualquer sistema de vigilância em saúde, pois as informações 

geradas nos laboratórios de microbiologia condicionam as ações de controle, bem 

como influenciam as políticas e diretrizes dos programas institucionais e 

governamentais (ROSENTHAL et al., 2008a, 2008b). Assim, não há dúvidas de que a 

consolidação dos laboratórios de microbiologia nos programas de prevenção de 

infecção hospitalar passa tanto pela otimização das técnicas convencionais, quanto 

pela aquisição de novas metodologias de diagnóstico (CANTÓN, 2005). 

Classicamente, diversos métodos não-culturais têm sido propostos, não apenas para 

fins de diagnóstico como também para  estudos de epidemiologia (YEO & WONG, 

2002). No âmbito hospitalar, a biologia molecular tem se mostrado útil para estes 2 

objetivos, contribuindo para uma maior rapidez na definição das etiologias, bem como 

para o entendimento dos mecanismos envolvidos na ocorrência de surtos (FOXMAN & 

RILEY, 2001; PFALLER, 2000b). No entanto, de acordo com Colombo et al. (2008), a 

maioria dos laboratórios de microbiologia hospitalar na América Latina não é capaz de 

realizar técnicas moleculares na rotina de seus serviços. O Inquérito Nacional de 

Laboratórios de Hospitais (BRASIL, 2007a, 2007b) do Ministério da Saúde, inclusive, é 

omisso quanto à realização de procedimentos moleculares nos laboratórios de 

microbiologia dos 464 hospitais estudados no Brasil. Segundo Nolte (2006), custo, 

complexidade metodológica e ausência de padronização explicam a baixa adesão dos 

laboratórios às metodologias com DNA.  

Apesar dos testes tradicionais serem mais difundidos nos laboratórios de 

hospitais (BRASIL, 2007a, 2007b), a detecção, diferenciação e identificação de 
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microrganismos pode se apresentar ambígua (SETTANNI & CORSETTI, 2007). Nesta 

situação, provas moleculares representam uma alternativa válida, pois além de 

aumentarem a sensibilidade e especificidade no processo de identificação, reduzem a 

subjetividade inerente aos métodos morfológicos e bioquímicos (ROSSELLÓ-MORA & 

AMANN, 2001). Em decorrência disso, a amplificação de sequências gênicas fúngicas 

para o diagnóstico de infecções invasivas tem apresentado, conceitualmente, grande 

apelo (MCLINTOCK & JONES, 2004). Muitos protocolos para reações em cadeia da 

polimerase (PCR) têm sido desenvolvidos, utilizando diferentes métodos de extração, 

sítios de amplificação e formas de detecção de amplicons (CHEN et al., 2001). Esses 

protocolos têm sido aplicados tanto ao microrganismo previamente isolado em cultura 

quanto à amostra clínica para a detecção direta do patógeno em sangue, líquor, urina e 

biopsia, o que evita a realização de cultivos em meios de isolamento e determina 

menor tempo de retenção de diagnóstico (PUTIGNANI et al., 2008; VOLLMER et al., 

2008). Quando validada para uma determinada espécie de microrganismo, a técnica de 

identificação por PCR é considerada uma metodologia extremamente confiável 

(SETTANNI et al., 2005; WHITE et al., 2005). A PCR tem sido a principal ferramenta 

molecular empregada na detecção de DNA de leveduras de interesse médico 

(DASSANAYAKE & SAMARANAYAKE, 2003).  

 Dentre os diversos protocolos de PCR disponíveis, a multiplex-PCR tem sido   

amplamente descrita e seus parâmetros criteriosamente avaliados (EDWARDS & 

GIBBS, 1994; HENEGARIU et al., 1997; MARKOULATOS et al, 2002). Esta variante da 

PCR tem como maior vantagem a possibilidade de amplificação simultâmea de 

diferentes sequências alvo com mais de um par de primers em um único tubo de 

reação (LIGUORI et al., 2009), o que permite identificar um grande número de espécies 

de fungos (FUJITA et al., 2001). De acordo com Li et al. (2003), a multiplex-PCR 

fúngica é capaz de indicar acuradamente um patógeno particular entre outros ou 

distinguir espécies ou cepas de um mesmo gênero, levando a uma considerável 

economia de tempo e trabalho. Na prática, esta economia de tempo tem forte impacto 

na clínica e epidemiologia das infecções invasivas, pois existe estreita correlação entre 

a administração precoce de terapia antifúngica e o percentual de sobrevivência de 

pacientes sob tratamento. Uma  janela de 24h entre o início da candidemia e o 

estabelecimento da terapia específica pode aumentar as taxas de mortalidade em até 

20% (GAREY et al., 2006; MORRELL et al., 2005). Consequentemente são 

necessários esforços no sentido de se obter um pronto diagnóstico quando estão 
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envolvidos pacientes que apresentam um alto risco para o desenvolvimento de 

candidíases disseminadas (PFALLER & DIEKEMA, 2007).  

 Vários autores têm relatado os resultados da utilização da multiplex-PCR na 

identificação de Candida spp. e de outros agentes de origem fúngica de espécimens 

clínicos. Fujita et al. (2001) reportaram a efetividade da multiplex-PCR ao detectarem 

leveduras recuperadas de candidemias que tinham sido incorretamente identificadas ou 

mesmo não indentificadas pelos testes fenotípicos tradicionais. A adequada detecção 

por esta PCR de 475 cepas de Candida spp. recuperadas de hemocultura foi também 

informada por Chang et al. (2001) e Li et al. (2003). De acordo com Carvalho et al. 

(2007a), a multiplex-PCR é capaz de descriminar com grande exatidão diferentes 

espécies de Candida presentes em amostras polifúngicas. No Brasil, Back-Brito et al. 

(2009) confirmaram a utilidade da multiplex-PCR na identificação de espécies de 

Candida, inclusive C. dubliniensis, isoladas de rinsados orais de 45 pacientes HIV+. Em 

dois outros estudos conduzidos no Brasil, Leal et al. (2008) e Lugarini et al. (2008) 

demonstraram que a diferenciação de isolados clínicos e ambientais de C. neoformans 

e suas variedades (grubii e neoformans) e C. gatti pode ser feita eficientemente com o 

uso da técnica de multiplex-PCR. Em um terceiro estudo brasileiro, sorotipos, mating 

types e espécies de Cryptococcus isoladas de amostras ambientais foram também 

adequadamente determinados pela multiplex-PCR (CARVALHO et al., 2007b).  

Diante da experiência publicada por diferentes autores na detecção de Candida 

spp. com o emprego desta PCR e sua potencial aplicação em laboratórios de 

microbiologia hospitalar e/ou de saúde pública, bem como em decorrência da escassez 

de trabalhos nacionais que incluam pacientes hospitalizados com candidíase invasiva, 

já que, até o momento, apenas o trabalho de Back-Brito et al. (2009) relata o uso de 

multiplex-PCR para a detecção de leveduras do gênero Candida recuperadas de 

estomatites em pacientes imunocoprometidos, optamos por utilizar esta metodologia de 

PCR na presente investigação, tendo como base os estudos de Carvalho et al. (2007a).   

Neste estudo, para a extração do material genômico e posterior amplificação 

pela multiplex-PCR, foi utilizado o reagente comercial DNAzol, que é pronto para uso, 

conforme recomendação do fabricante. Indubitavelmente, o isolamento e purificação de 

DNA é uma etapa chave para a maioria dos estudos em biologia molecular e todas as 

técnicas de DNA recombinante. Muitos protocolos de isolamento estão disponíveis, no 

entanto, frequentemente, estes envolvem múltiplos passos, consomem muito tempo e 

ensejam a manipulação de substâncias tóxicas (ATKINS & CLARK, 2004).  
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Com relação ao DNAzol, o protocolo é simples, rápido e permite o isolamento do 

DNA genômico de amostras que estejam, inclusive, em pequenos volumes. 

Tecnicamente, o tiocianato de guanidina presente neste reagente hidroliza o RNA e 

permite a precipitação seletiva do DNA da célula lisada (CHOMCZYNSKI et al., 1997). 

No presente estudo, o DNAzol utilizado na extração de DNA dos isolados clínicos de 

levedura permitiu obter rapidamente, em cerca de 30 minutos, quantidades suficientes 

de materal genômico para amplificar por multiplex-PCR padrões de bandas específicos, 

o que possibilitou a identificação das espécies de Candida (figura 3). Este resultado 

tem sido corroborado por outros autores que também empregaram o protocolo com 

DNAzol ou com seu princípio metodológico para a extração de material genômico de 

célula fúngica eucarionte (CZEMBOR & ARSENIUK, 1999; GUO et al., 2005; SANDHU 

et al., 1995). 

A seleção de primers é, provavelmente, o parâmetro mais crítico para o sucesso 

da multiplex-PCR. O desenho dos primers tem influência na especificidade e eficiência 

de amplificação, principalmente, em relação a propriedades que são específicas para 

cada sistema, tais como: composição de bases (%G+C), comprimento, modificações 

químicas sofridas e pureza (POWER, 1996). Nesta investigação, foi utilizado 

combinadamente os primers levedura-específicos UNI1 e UNI2 descritos por Trost et 

al. (2004) e os primers espécies-específicos Calb, Cgla, Ckru, Ctro, Cpar, Cgui, Clus e 

Cdub descritos por Carvalho et al. (2007a) que amplificam as regiões ITS1 e ITS2 da 

maioria das Candida de importância médica. As diferenças na sequência destas 

regiões têm mostrado ser de grande valor na identificação de fungos potencialmente 

patogênicos (CHEN et al., 2000, 2001; Nagao et al., 2005). Segundo Leaw et al. 

(2006), taxas de correta identificação são da ordem  de 96,8% para a região ITS1 e 

99,7% para a região ITS2.  Nesta multiplex-PCR, objetivamente, os primers espécie-

específicos formam pares com o primer UNI2, com exceção do primer Clus, que forma 

par com o primer UNI1 (CARVALHO et al., 2007a). A estratégia de primers proposta 

nesta técnica possibilita a redução de tempo desde que a detecção e a identificação do 

agente é efetuada em uma única etapa de amplificação, diferindo das demais PCR.  

Na presente investigação, foi possível distinguir corretamente todas as espécies 

de Candida avaliadas e seus resultados foram concordantes (100%) com aqueles do 

tubo germinativo e clamidósporo para C. albicans, CHROMagar para C. albicans, C. 

tropicalis e C. krusei e VITEK para todas as espécies de Candida (anexo 1). 

Resultados variáveis foram encontrados apenas para C. guilliermondii e C. 

parapsilosis, que apresentaram sensibilidade entre 75,7%-100% e especificidade entre 
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69,3%-77,7% (anexo 1), quando a identificação molecular foi confrotada com 

CHROMagar. Diferentemente destes achados, Liguore et al. (2009), trabalhando com 

isolados clínicos de Candida, relataram importantes discrepâncias nos resultados da 

identificação molecular por multiplex-PCR, bioquímica pelo VITEK e cromogênica pelo 

CHROMagar. De acordo com Leal et al. (2008) e Lugarini et al. (2008), a multiplex-PCR 

apresentou 100% de concordância com a sorotipagem e foi mais acurada do que a 

prova da canavanina-glicina azul de bromotimol (CGB) na identificação de isolados de 

Cryptococcus. Na presente avaliação, a multiplex-PCR proposta mostrou-se específica, 

não amplificando o DNA dos demais isolados fúngicos não-Candida, como C. 

humicolus, R. glutinis e Trichosporon sp. Entretanto, segundo Pincus et al. (2007), a 

sensibilidade e a especificidade são críticas e comumente se apresentam variáveis. Em 

verdade, a sensibilidade e a especificidade da multiplex-PCR estão fortemente 

condicionadas à correta padronização e validação desta metodologia (EDWARDS & 

GIBBS, 1994; HENEGARIU et al., 1997; MARKOULATOS et al., 2002). 

Segundo Settanni & Corsetti (2007), o impacto da multiplex-PCR na rotina dos 

laboratórios de microbiologia hospitalar não está somente associada à sua facilidade 

de execução e a notória economia de tempo, mas também à capacidade de 

confrontamento com as pressões a que os laboratórios hospitalares estão, 

normalmente, submetidos. Tais pressões estão relacionadas ao aumento do número de 

amostras, principalmente, para propósitos de controle de infecção hospitalar, 

necessidade de pronto reportamento de dados e resultados aos sistemas de 

notificação compulsória de agravos e orçamentos públicos e privados, frequentemente, 

reduzidos ou descontinuados (PETRICH et al., 2001). A habilidade dos laboratórios de 

microbiologia em detectar e identificar acurada e rapidamente os patógenos 

hospitalares pode ser prejudicada por estas dificuldades conjunturais, o que pode 

determinar ações equivocadas de contensão (PAGE et al., 2002). Assim, de acordo 

com Petrich et al. (2001), programas de vigilância em saúde que, em geral, são de 

complexa operacionalização, demandam grandes recursos e têm como base o 

diagnóstico microbiológico, são um dos principais beneficiados com o estabelecimento 

desta PCR.  

O laboratório de microbiologia hospitalar é a primeira linha de defesa frente à 

disseminação de agentes nosocomias. Além da correta identificação microbiana, é 

papel dos laboratórios detectarem a resistência aos antimicrobianos de uso clínico 

(EMORI & GAYNES, 1993; PFALLER & DIEKEMA, 2002). Com a emergência das 

candidíases invasivas em pacientes imunocomprometidos, tem havido um crescente 
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interesse pelos antifúngicos, bem como pelos métodos laboratoriais de detecção da 

susceptibilidade que, indubitavelmente, auxiliam na escolha da melhor droga a ser 

empregada e/ou na análise de eventuais fracassos terapêuticos (RODERO et al., 

2006).  

Diversas drogas de uso clínico estão atualmente disponíveis (CARRILLO-

MUÑOZ et al., 2006; LUMBRERAS et al., 2003, POLAK, 2003) e muitas outras em fase 

de desenvolvimento (KRCMERY & KALAVSKY, 2007; TING & WALKER, 2008). No 

entanto, classicamente, fluconazol, itraconazol e anfotericina B têm sido as drogas 

mais utilizadas no tratamento das infecções fúngicas invasivas (BOOGAERTS & 

MAERTENS, 2001; HEALY & BAKER, 2009; MOEN et al., 2009). Com o uso 

indiscriminado de antifúngicos, cepas resistentes ou com baixa susceptibilidade 

surgiram principalmente entre as espécies do gênero Candida (BRION et al., 2007; 

KANAFANI & PERFECT, 2008, PEREA & PATTERSON, 2002). Em decorrência deste 

fato, organizações internacionais como Clinical and Laboratry Standard Institute (CLSI, 

EUA) e European Committee on antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, CE) têm 

buscado a padronização dos testes de susceptibilidade (CLSI, 2008a, 2008b; EUCAST, 

2008a, 2008b) e a incidência de resistência tem sido investigada (COLOMBO et al. 

2008). 

No Brasil, a magnitude do problema da resistência não é completamente 

conhecida, mas diversos pesquisadores brasileiros têm evidenciado o grande impacto 

das infecções causadas por germes resistentes no sistema hospitalar (BRASIL, 2006b). 

Em função disto, um consórcio entre Ministério da Saúde, ANVISA e OPAS foi criado 

para o desenvolvimento do Projeto de Monitoramento e Prevenção da Resistência 

Microbiana em Serviços de Saúde que tem como objetivo aumentar a efetividade da 

assistência à saúde por meio do uso racional de antimicrobianos e detecção, 

prevenção e controle da emergência e disseminação da resistência microbiana em 

instituições hospitalares no país, além da implantação da Rede Nacional de 

Monitoramento da Resistência Microbiana em Serviços de Saúde (Rede RM) (BRASIL, 

2006a).  

Em seu relatório publicado em 2006, a Rede RM informou que, durante o 

período de julho a novembro do referido ano, foi notificada por 55 hospitais 

participantes sobre o isolamento e o perfil de susceptibilidade de 606 patógenos 

considerados prioritários (BRASIL, 2007c). Dentre estes patógenos, somente 22 (3,6%) 

eram de origem fúngica e pertenciam ao gênero Candida. Em outro projeto, o Inquérito 

Nacional dos Laboratórios de Microbiologia de Hospitais com 10 ou mais Leitos de UTI 
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e Hospitais Sentinelas, realizado pelo Ministério da Saúde e ANVISA, apenas 41 

(8,8%) laboratórios hospitalares dos 464 investigados faziam teste de susceptibilidade 

para Candida spp. (BRASIL, 2007b). Com base nestes informes, a ampliação do 

estudo do perfil de susceptibilidade às drogas antifúngicas de uso sistêmico, bem como 

a avaliação metodológica dos testes disponíveis é também, claramente, de importância 

sanitária. 

De acordo com Nucci & Colombo (2002) e Rex et al. (2001), resistência é um 

conceito derivado de um fenômeno in vitro que, teoricamente, está associado com 

falhas terapêuticas (preditor de fracasso), enquanto que susceptibilidade tende mais a 

indicar eficácia (preditor de sucesso). Em micologia, isto não é necessariamente 

verdade, pois além da resistência microbiológica, pode existir ainda uma resistência 

clínica que é influenciada por uma série de fatores, entre eles, o status imunológico dos 

hospedeiros, infecção em sítios não-vascularizados (abscessos, cateteres, próteses), 

pobre absorção e rápida metabolização e eliminação da droga antifúngica (NUCCI & 

COLOMBO, 2002). Apesar deste contexto, os testes de susceptibilidade poderão ser 

úteis em medicina e saúde pública, se seus resultados puderem ser efetivamente 

correlacionados com a clínica (REX et al., 2001) ou consolidados em estudos 

epidemiológicos (PFALLER & DIEKEMA, 2002).  

Atualmente, além dos métodos de referência publicados pelo CLSI e EUCAST, 

alguns sistemas comerciais têm sido desenvolvidos e estão acessíveis aos laboratórios 

assistenciais. Contudo, importantes limitações relacionadas a problemas de 

reprodutibilidade e capacidade de detectar cepas resistentes com acurácia estão 

presentes (ARIKAN, 2007). No Brasil, segundo o documento Análise do Inquérito 

Nacional sobre Infra-estrutura, Recursos Humanos, Equipamentos, Procedimentos, 

Controle de Qualidade e Biossegurança nos Laboratórios de Microbiologia do Ministério 

da Saúde (BRASIL, 2007a), os métodos empregados para a determinação das CIM 

nos laboratórios hospitalares que realizavam testes de susceptibilidade para 

antifúngicos são: automação (41,7%), microdiluição em caldo do CLSI (33,3%) e 

sistema comercial ETEST (25%). Interessante notar que, mesmo sendo uma 

metodologia simples e de menor custo, a utilização da técnica de difusão em ágar do 

CLSI não foi mencionada no referido documento.  

No presente estudo, foi investigada a susceptibilidade dos isolados clínicos de 

Candida frente aos três antifúngicos (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) 

disponíveis nas farmácias dos hospitais da rede pública de saúde (RENAME, 2007e), 

empregando a metodologia de microdiluição em caldo descrita nos documentos M27-
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A2 do CLSI (CLSI, 2002b) e E.Dis. 7.1 do EUCAST (EUCAST, 2002) e a metodologia 

de difusão em ágar descrita no documento M44-A do CLSI (CLSI, 2004) e na bula do 

método comercial CECOM. 

Apesar de certa dificuldade de execução, o desenvolvimento da metodologia de 

microdiluição em caldo e a definição dos pontos de corte para fluconazol e itraconazol 

pelo CLSI permitiram a ampliação do uso clínico dos testes de susceptibilidade e 

tornaram essas provas uma importante ferramenta de avaliação epidemiológica em 

programas de vigilância em saúde (HOSPENTHAL et al., 2004; DIEKEMA & PFALLER, 

2002). Em decorrência disto, diversos estudos têm investigado o desempenho da 

microdiluição em caldo publicada no documento M27-A2 como instrumento de apoio 

clínico e sanitário (LAGROU et al., 2007; NAKAMURA & TAKAHASHI, 2006;  MESSER 

et al., 2006; RODERO et al. 2005; ST-GERMAIN et al., 2008). Neste trabalho, 

utilizando esta metodologia, foi possível observar que a quase totalidade dos isolados 

era susceptível às drogas ensaiadas (tabela 4). Para estes isolados, CIM50 e CIM90  

foram, respectivamente, em relação ao fluconazol: 0,5µg/mL e 1,0µg/mL, itraconazol: 

0,06µg/mL e 0,12µg/mL e anfotericina B: 0,25µg/mL e 0,5µg/mL. A variação dos 

valores de CIM50 e CIM90  para os derivados azólicos avaliados nesta casuística foi 

menor do que aquela reportada em estudos multicêntricos internacionais (PFALLER et 

al., 1999,  2001), bem como em estudos nacionais (COLOMBO et al., 2006; MATTA et 

al., 2007), caracterizando a alta susceptibilidade destes isolados a estas drogas.  

Levando em conta apenas o fluconazol, que é a droga de primeira linha no 

tratamento de candidíases invasivas, e considerando, separadamente, os isolados 

clínicos de Candida, C. guilliermondii foi a espécie que apresentou os maiores valores 

de CIM50 (1,0µg/mL) e CIM90  (2,0µg/mL) (tabela 5). Kennedy et al. (2006) também 

relataram que, dentre os isolados de Candida estudados, C. guilliermondii apresentou 

as maiores variações de CIM. Em casuísica brasileira, Colombo et al. (2007) 

informaram que C. guilliermondii foi, do mesmo modo, a espécie de levedura com um 

dos valores de CIM mais elevados. De acordo com Saitoh et al. (2008), C. 

guilliermondii  pode se apresentar refratária à terapia profilática com fluconazol. 

Associada a taxas de isolamento de até 30,4%, esta levedura pode se tornar, 

potencialmente, um patógeno de difícil manejo (CHAKRABARTI et al., 2009).  

Relativamente a C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, estas espécies 

apresentaram iguais valores de CIM50 (0,5µg/mL) e CIM90 (1,0µg/mL) (tabela 5). Tais 

resultados são semelhantes aos encontrados por Mokkadas et al. (2007). Em estudos 

conduzidos no Brasil, por Colombo et al. (2006) e Matta et al. (2007), C. albicans e C. 
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tropicalis apresentaram valores de CIM50 e CIM90 compatíveis com os reportados nesta 

investigação, mas C. parapsilosis apresentou valores, claramente, superiores. A 

susceptibilidade destas espécies ao fluconazol, na verdade, tem se mantida estável, 

sendo infrequente o relato de resistência (PFALLER & DIEKEMA, 2007), o que 

confirma os achados do presente estudo. C. lambica (LMC-325T) foi o único isolado 

desta série susceptível dose-dependente (CIM = 16µg/mL) (tabela 5). Pfaller et al. 

(2004a) têm relatado menor atividade do fluconazol frente às cepas clínicas de C. 

lambica. Nesta casuística, resistência foi encontrada apenas em C. krusei (LMC-287T) 

(CIM = 64 µg/mL) (tabela 5). Valores de CIM elevados para esta levedura têm sido 

amplamente reportados (MESSER et al., 2006). Como C. krusei é considerada 

intrinsecamente resistente ao fluconazol (PFALLER et al., 2001), o fenômeno da 

resistência é um evento esperado. Hautala et al. (2009), no entanto, relataram a 

manutenção de níveis elevados de susceptibilidade ao fluconazol para esta espécie, a 

despeito de quimioterapia antifúngica prolongada. 

Até recentemente, o papel do itraconazol no tratamento das infecções por 

Candida spp. em pacientes imunocomprometidos era controverso (MAERTENS & 

BOOGAERTS, 2005). Em decorrência do espectro de ação mais amplo do que aquele 

do fluconazol e de ser menos tóxico do que a anfotericina B, seu emprego oral 

profilático e parenteral terapêutico tem sido recomendado em indivíduos neutropênicos 

(GAFTER-GVILI et al., 2008; MONDAL et al., 2004; PANDYA  et al., 2003). Todavia, 

dados associados à correlação in vitro-in vivo ainda são escassos (MAERTENS & 

BOOGAERTS, 2005). Nesta avaliação, a aplicação da metodologia descrita no 

documento M27-A2 permitiu verificar a ausência de resistência e que 3,4% dos 

isolados clínicos eram susceptíveis dose-dependente (tabela 4). Percentual 

semelhante de cepas susceptíveis dose-dependente foram também relatados por 

Lagrou et al. (2007). Entretanto, Messer et al. (2006) encontraram taxas bem mais 

elevadas (28,9%) de susceptibilidade dose-dependente para este antifúngico. 

Variações na distribuição das espécies podem explicar as diferenças de 

susceptibilidade (PFALLER  & DIEKEMA, 2007). Os intervalos dos valores de CIM50 e 

CIM90  foram, respectivamente, para C. albicans: 0,06µg/mL e 0,12µg/mL, C. 

parapsilosis: 0,03µg/mL e 0,12µg/mL, C. guilliermondii: 0,06µg/mL e 0,25µg/mL, C. 

glabrata: 0,12µg/mL e 0,25µg/mL (tabela 6). Estes valores de CIM50 e CIM90 confirmam 

a grande susceptibilidade dos isolados ao itraconazol. Estudos multicêntricos 

conduzidos por Colombo et al. (2006),  Messer et al. (2006) e Rodero et al. (2005) 

corroboram estes dados. Todavia, C. glabrata e C. guilliermondii têm se caracterizado 
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por uma reduzida susceptibilidade aos derivados azólicos, incluíndo o itraconazol 

(COLOMBO et al., 2007; QUINDÓS et al., 1999). Samra et al. (2005) informaram que 

cepas que desenvolvem resistência a antifúngicos azoles, em geral, desenvolvem 

resistência cruzada a outras drogas da mesma classe. Na presente casuística, 

praticamente não houve resistência, contudo, foi possível observar que CIM mais 

elevadas de fluconazol estavam, em sua maioria, associadas com CIM mais elevadas 

de itraconazol (tabelas 8 e 9). Laet Sant’Ana et al. (2002)  também informaram relação 

semelhante. 

Os pontos de corte propostos tanto para o fluconazol quanto para o itraconazol 

nas diretrizes interpretativas do teste de sensibilidade para Candida spp. do CLSI 

(anexo 3) foram definidos com base nos resultados obtidos em estudos clínicos que 

avaliaram a resposta de pacientes com aids à terapia das candidíases orofaringeanas 

com o uso destes dois antifúngicos (CLSI, 2002b). Para a anfotericina B, no entanto, 

não há definições seguras quanto aos pontos de corte, bem como não há ainda 

suficiente coerência interna dos resultados de CIM obtidos com a metodologia do CLSI. 

Em decorrência das dificuldades técnicas, este método de referência tem limitada 

habilidade para identificar isolados clínicos de Candida resistentes à anfotericina B 

(REX et al., 1995). A interferência do status imunológico na correlação in vitro-in vivo 

(ARIKAN, 2007) é outro fator que se soma às dificuldades metodológicas.  

Na presente casuística, apesar de todas os isolados terem sido considerados 

susceptíveis a anfotericina B (tabela 4), 01 cepa de C. guilliermondii (LMC-306T), 02 

cepas de C. parapsilosis (LMC-257T, LMC-264T), 01 cepa de C. tropicalis (LMC-268T) 

apresentaram CIM de 1,0µg/mL (tabelas 7 e 10). Não obstante a falta de valores de 

corte, segundo Nolte et al. (1997), CIM ≥1,0µg/mL indicariam cepas de Candida 

resistentes. No entanto, Pfaller et al. (1994) consideram que CIM ≥2,0µg/mL seriam 

mais adequadas para detectar resistência à anfotericina B. Conforme Espinel-Ingroff 

(2008), resistência clínica tem sido mais relacionada à CIM ≥2,0µg/mL do que à CIM 

≥1,0µg/mL. Na prática, contudo, nenhum desses valores de cutoff deve ser tratado 

como pontos de corte definitivamente estabelecidos (REX et al., 2001). Os resultados 

dos testes de susceptibilidade relatados neste trabalho indicam, como já mencionado, 

que a maioria dos isolados apresentou variação de valores de CIM50 e CIM90 entre 

0,25µg/mL e 0,5µg/mL (tabela 7), demonstrando, claramente, grande susceptibilidade 

a este poliênico. Em outros estudos nacionais e internacionais, esta variação de CIM 

tem sido maior (COLOMBO et al., 2006, 2007; MESSER et al., 2006; RODERO et al., 

2005). Entretanto, de acordo com Espinel-Ingroff (2008), são esporádicos os relatos de 
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cepas resistentes ou que apresentam valores de CIM muito elevados para anfotericina 

B e, em geral, os isolados clínicos envolvidos são espécies pouco frequentes 

(PFALLER & DIEKEMA, 2007). 

Nesta investigação, empregando EUCAST, os isolados de Candida se 

mostraram, igualmente, susceptíveis aos antifúgicos testados (tabela 4). As CIM50 e 

CIM90 foram, respectivamente, 0,5µg/mL e 2,0µg/mL para o fluconazol, 0,03µg/mL e 

0,12µg/mL para o itraconazol e 0,25µg/mL e 0,5µg/mL para a anfotericina B. Estes 

achados são concordantes com aqueles relatados por Cuenca-Estrella et al. (2002) e 

Arcaya et al. (2006) para a Europa e América do Sul e demonstram, igualmente, a 

franca susceptibilidade às drogas avaliadas. Em estudo conduzido no Brasil por 

Claudino et al. (2008), utilizando EUCAST, as variações de CIM50 e CIM90 encontradas 

para a anfotericina B e fluconazol foram inferiores ao observado neste trabalho. No 

entanto, para fluconazol e itraconazol, os resultados reportados por Espinel-Ingroff et 

al. (2005), em estudo multicêntrico internacional, também empregando EUCAST, 

apresentaram CIM50 e CIM90, claramente, mais elevadas. Diferenças na 

susceptibilidade de base dos isolados parecem condicionar estas variações (CUENCA-

ESTRELLA & RODRÍGUEZ-TUDELA, 2001).  

Como visto na casuístia do CLSI, C. guilliermondii foi a espécie que apresentou 

as maiores variações de CIM50 e CIM90 (0,5µg/mL e 4,0µg/mL, respectivamente) para 

fluconazol (tabela 5). Em estudos de Cuenca-Estrella et al. (2006) e Espinel-Ingroff et 

al. (2005), esta levedura apresentou também as maiores variações de CIM com 

EUCAST, reafirmando certa tendência à diminuição de susceptibilidade. Para C. 

glabrata e C. lambica, uma CIM mais elevada (16µg/mL) foi observada para fluconazol 

(tabelas 5 e 8). Este dado é consistente com a literatura que tem informado uma menor 

susceptibilidade destas espécies ao fluconazol (CUENCA-ESTRELLA et al. 2002a, 

2002b).  

Com relação a C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, o valor de CIM90 

encontrado para estas espécies foi de 1,0µg/mL (tabela 5). Baixos valores de CIM90 

foram também observados por Arcaya et al. (2006) e Cuenca-Estella et al. (2006) para 

estas mesmas espécies com o uso de EUCAST, o que confirma os relatos de 

susceptibilidade apresentados nesta investigação. Contudo, cepas resistentes, 

mostrando valores de CIM90 de ≥64µg/mL, foram reportados por Espinel-Ingroff et al. 

(2005) em uma série americana e européia e por Matsumoto et al. (2007) em um 

estudo brasileiro.  
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A utilização dos pontos de corte mais estritos do EUCAST (EUCAST, 2007). 

determinou diferenças na susceptibilidade ao fluconazol (tabela 4), o que tornou esta 

metodologia mais discriminativa. Por estes, 2,6% de todos os isolados seriam 

resistentes a este azólico, já que o limite entre susceptibilidade e resistência passou a 

ser a concentração de 4µg/mL (anexo 4). Considerando a proposta do EUCAST para 

C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis frente ao fluconazol, 2 isolados de C. 

albicans (LMC-361T, LMC-362T) passaram a ser resistentes por exibirem 

concentrações ≥8µg/mL e 1 isolado de C. tropicalis (LMC-357T) passou a ser 

susceptível dependente de dose/ intermediário por apresentar uma concentração de 

4µg/mL (tabela 8). O impacto destas mudanças tem sido pouco avaliado (CLAUDINO 

et al., 2008;  DIMOPOULOS et al., 2009).  

Com relação ao itraconazol, C. albicans e C. parapsilosis apresentaram as 

menores variações de CIM50 e CIM90 (0,03µg/mL e 0,12µg/mL, respectivamente), 

empregando o documento E.DIS.7.1 (tabela 6). Dados semelhantes foram reportados 

por Arcaya et al. (2006) na Venezuela. Em casuística Argentina, esses valores se 

mostraram um pouco mais elevados (CUENCA-ESTRELLA et al., 2002b). No entanto, 

o relato de resistência ao itraconazol ou CIM elevadas é menos frequente para estas 

espécies (FIGUEIREDO et al., 2007; MATSUMOTO et al. 2007; RODERO et al., 2005). 

C. tropicalis também se apresentou susceptível ao itraconazol, quando avaliada por 

EUCAST, exibindo valores de CIM50 e CIM90, respectivamente, de 0,06µg/mL e 

0,12µg/mL (tabela 6). Comparativamente a outros estudos multicêntricos, que também 

empregaram esta metodologia, a maioria dos isolados apresentou valores de CIM90 

mais elevados, demonstando para este derivado azólico uma susceptibilidade menor 

do que a informada neste trabalho (CUENCA-ESTRELLA et al., 2002b; ESPINEL-

INGROFF et al., 2005; MATSUMOTO et al. 2007; RODERO et al., 2005). A CIM90 para 

C. glabrata e C. famata (tabela 6) também  apresentou valores mais elevados, o que é 

concordante com a literatura internacional (CUENCA-ESTRELLA et al., 2002b, 2006; 

ESPINEL-INGROFF et al., 2005). Entretanto, Matsumoto et al. (2007), em investigação 

conduzida no Brasil, encontram valores de CIM50 e CIM90 extremamente baixas. 

No presente estudo, todos os isolados clínicos de Candida avaliados pela 

metodologia do EUCAST também exibiram CIM com valores ≤1,0µg/mL frente à 

anfotericina B (tabelas 7 e 10). As cepas com CIM de 1,0µg/mL foram C. parapsilosis 

(LMC-264T, LMC-284T), C. tropicalis (LMC-268T, LMC-357T) e C. lambica (LMC-

325T). Este valor de CIM foi maior do que aqueles informados por Cuenca-Estrella et 

al. (2002b, 2006) em estudos multicêntricos de susceptibilidade. À semelhança do 
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CLSI, o método do EUCAST tem demonstrado limitada capacidade de detecção de 

cepas resistentes à anfotericina B (COLOMBO et al., 2008).  

Uma metodologia de fácil realização e custo mais reduzido, comparativamente 

aos métodos de microdiluição em caldo, é descrita no documento M44-A. Por ser uma 

variação da técnica de difusão em ágar empregada em bacteriologia (BAUER et al., 

1966), seus insumos estão normalmente disponíveis nos laboratórios de microbiologia 

hospitalar e, por isto, em geral, os profissionais estão familiarizados com sua execução. 

Este método foi validado apenas para isolados de Candida frente ao fluconazol e 

voriconazol (CLSI, 2004), classificando-os em susceptíveis, susceptíveis dependente 

de dose e resistentes (anexo 4). Entretanto, esta metodologia não permite estimar com 

precisão os valores de CIM. De acordo com Pfaller & DIEKEMA (2007), o método de 

difusão em ágar pode ser útil na seleção de terapias mais eficazes, não-tóxicas e 

menos custosas. Sua efetividade na confirmação da susceptibilidade ou na detecção 

de resistência ao fluconazol tem sido verificada em diversos estudos multicêntricos 

internacionais (PFALLER et al. 2000, 2005b, 2007). Como já referido, no Brasil, é 

escassa a literatura sobre o uso dessa metodologia nos laboratórios de microbiologia 

hospitalar (COLOMBO et al. 2002; SONI et al. 1999).  

Neste trabalho, empregando esta metodologia de difusão em ágar,  foi 

demonstrado o baixo percentual de resistência (2,6%) ao fluconazol (tabela 11), o que 

é compatível com o que tem sido relatado por outros autores (PFALLER et al. 2004a; 

TESTORE et al. 2004) e o observado na presente casuística de microdiluição em 

caldo. No gênero Candida, C. krusei (LMC-287T) foi o único isolado resistente (tabela 

12). Entretanto, a resistência em C. krusei é um achado comum (COMERT et al. 2006). 

R. glutinis foi a outra espécie cuja resistência foi detectada por esta técnica. De acordo 

com Gómez-López et al. (2005), fluconazol é inefetivo in vitro para a maioria dos 

isolados de Rhodotorula spp. Susceptibilidade dependente de dose foi encontrada em 

C. albicans (2,1%) e C. tropicalis (9,1%) (tabela 12). Empregando esta metodologia, 

Pfaller et al. (2005a, 2007) também reportaram taxas semelhantes em estudos globais 

que incluíram a América Latina. Para C. famata, C. glabrata, C. guilliermondii e C. 

lambica, o fluconazol foi 100% efetivo (tabela 12). Todavia, resistência adquirida em 

isolados de C. glabrata tem sido frequentemente relatada (COLOMBO et al. 2006; 

MATTA et al. 2007; PFALLER et al. 2004b). De acordo com Pfaller & Diekema (2007) o 

uso desta técnica como um método de triagem e vigilância em saúde é adequado e 

fortemente recomendado em laboratórios de microbiologia hospitalar. 
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Relativamente ao itraconazol e anfotericina B, a baixa reprodutibilidade de 

resultados e a limitação do poder preditivo positivo na identificação de cepas 

resistentes permitiu, até o presente momento, apenas a padronização da técncia de 

difusão em ágar para as combinações candida-fluconazol e candida-voriconazol (CLSI, 

2004, 2007). No entanto, apesar das dificuldades, um esforço no sentido de avaliar e 

otimizar essa metodologia tem sido feito por diversos autores (ESPINEL-INGROFF et 

al., 2007; MESSER et al., 2009; MILICI et al., 2007; SINGH et al., 2007). Na presente 

análise, com base no tamanho das zonas de inibição obtidas pela utilização da 

metodologia CECON, 7,1% dos isolados apresentaram susceptibilidade dependente de 

dose/ intermediária e 92,9% mostraram-se susceptíveis ao itraconazol (tabelas 11 e 

12). Dentre as espécies de Candida, C. albicans, C. guilliermondii, C. glabrata e C. 

lambica exibiram os menores diâmetros de inibição, com valores entre 16 e 19mm, 

sendo, por isto, categorizados como susceptíveis dependente de dose (anexo 5). 

Mesmo utilizando outras metodologias de difusão em ágar, percentuais semelhantes 

têm sido encontrados por outros autores brasileiros e latinoamericanos (DOLANDE-

FRANCO et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2007). Contudo, em estudo conduzido por 

Espinel-Ingroff et al. (2007), a maioria das cepas exibiu taxas de susceptibilidade 

menores do que as reportadas nesta série. Segundo estes autores, o percentual de 

susceptibilidade dependente de dose foi de 23,6% e de resistência de 11,8%. Com 

relação a anfotericina B, na presente casuística, 100% dos isolados  exibiram CIM 

<1µg/mL (>10mm) (tabelas 11 e 12), o que está em concordância com a literatura  

(ESPINEL-INGROFF et al., 2007; PFALLER & DIEKEMA, 2007).  

 O estudo comparativo entre as metodologias de microdiluição em caldo do CLSI 

e EUCAST mostrou alta concordância (>96%) de resultados para todos os 3 

antifúngicos testados, considerando a diferença de até 2 diluições (tabelas 13-15). No 

entanto, foi verificada uma tendência de obtenção de valores de CIM mais baixos para 

EUCAST (tabela 16), o que pode ser indesejável, se forem consideradas as CIM mais 

altas como as mais seguras. O coeficente de correlação intraclasse (CCI) calculado 

também exibiu um alto grau de correlação entre as metodologias (>0,88) (tabela 20), 

demonstrando que estas se apresentam equivalentes. Elevadas taxas de concordância 

(92%) e correlação (0,90) para os mesmos antifúngicos ensaiados foram igualmente 

reportados por Cuenca-Estrella et al. (2002a). Separadamente, fluconazol e 

anfotericina B foram os antifúngicos com os melhores resultados de concordância 

(99,1%), seguido por itraconazol (96,5%) (tabelas 13-15). Itraconazol também 

apresentou a menor correlação (0,89 a 0,92) entre as metodologias (tabela 20). 



 

 142 

Contrastando com os dados da presente casuística, Espinel-Ingroff et al. (2005), 

encontraram taxas de reprodutibilidade consideravelmente menores tanto para 

fluconazol (78,5%) quanto para itraconazol (58,5%). Nos estudos de Cuenca-Estrella et 

al. (2002a), itraconazol também demonstrou o menor nível de correlação (0,82 a 0,88).  

Dentre os isolados clínicos, C. tropicalis foi a espécie que apresentou a melhor 

taxa de concordância para todos os antifúngicos investigados (100%), sendo seguida 

por C. albicans (97,9% a 100%), C. parapsilosis (93,9% a 100%) e C. guilliermondii 

(91,7% a 100%) (tabelas 13-15). C. tropicalis também mostrou a melhor correlação 

(0,87 a 0,96) entre os isolados clínicos (tabela 21). Para estas espécies, Espinel-Ingroff 

et al. (2005) reportaram concordância de 74% a 98% para o fluconazol e 59% a 77% 

para itraconazol. Relativamente à anfotericina B, Alves (2004) encontrou 100% de 

concordância para todas os isolados de Candida spp. avaliados. De acordo com 

Espinel-Ingroff et al. (2005), a concordância entre metodologias é dependente da 

espécie fúngica, droga antifúngica e condições de execução das técnicas.  

 A comparação entre as metodologias de difusão em ágar do CLSI e microdilução 

em caldo do CLSI e EUCAST foi também realizada neste estudo. Para fluconazol, a 

maioria dos isolados apresentou concordância entre zonas de inibição ≥19mm [S] e 

CIM ≤8,0µg/mL [S] em ambas as metodologias (tabela 17). Em diâmetros entre 15-

18mm (SDD/I) foram encontradas CIM entre 8,0-4,0µg/mL [S] em CLSI e CIM de 

16µg/mL [SDD] em EUCAST. Para os diâmetros entre 0-14mm [R], foram verificadas 

CIM de 64µg/mL (R), 16µg/mL [SDD] e 0,25µg/mL [S] tanto em CLSI quanto em 

EUCAST. Tomando como base estes resultados, foi possível verificar que a 

concordância geral foi 95,6% entre M44-A e M27-A2 e 94,7% entre M44-A e E.Dis.7.1. 

Taxas de concordância globais similares (93,1%) entre M44-A e o método de referência 

M27-A2 foram igualmente encontradas por Pfaller et al. (2003; 2004a; 2007) nos 

estudos multicêntricos do Programa de Vigilância Internacional ARTEMIS. Na presente 

casuística, o CCI também foi elevado: (-)0,88 com CLSI e (-)0,89 com EUCAST (tabela 

20). Dentro das espécies de Candida, o CCI foi homogêneo, variando de (-)0,93 a (-

)0,94 (tabela 21). Espinel-Ingroff et al. (2007) relataram concordância (96,4%) e 

correlação (0,87) semelhantes para fluconazol entre as metodologias de difusão em 

ágar e microdiluição em caldo publicadas pelo CLSI. Em trabalho conduzido por 

Rodero et al. (2006), na Argentina, contudo, o CCI verificado entre M44-A e E.Dis.7.1 

para este antifúngico foi menor (0,76) do que o observado no presente trabalho.  

A avaliação comparativa entre a metodologia comercial de difusão em ágar da 

CECON e as metodologias de referência descritas nos documentos M27-A2 e E.Dis.7.1 
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revelou que a maior parte dos isolados com diâmetro de inibição ≥20mm [S] frente ao 

itraconazol apresentava concentrações entre 0,015-0,125µg/mL [S] nas duas 

metodologias de microdiluição em caldo (tabela 18). Em diâmetros entre 12-19mm 

[SDD], a maioria dos isolados também apresentou concentrações entre 0,015-

0,125µg/mL [S]. Em decorrência disto, a taxa de concordância geral foi 92% para 

comparações com M27-A2 e 90,3% em comparações com E.Dis.7.1. Relativamente à 

anfotericina B, diâmetros >10mm [S] exibiram faixa de concentração entre 0,06-

1,0µg/mL [S] na microdiluição (tabela 19), o que representou uma concordância de 

100%. O CCI foi -0,97 para ambas as drogas antifúngicas (tabela 20). Considerando 

individualmente por espécies, C. guilliermondii [(-)0,97] e C. tropicalis [(-)0,99] foram as 

que apresentaram a melhor correlação para itraconazol e anfotericina B, 

respectivamente (tabela 21). Não há na literatura relatos de estudos comparativos com 

a metodologia CECON para itraconazol e anfotericina B frente a fungos isolados de 

infecção hospitalar. Entretanto, a partir do trabalho de EspineL-Ingroff (2006) e Espinel-

Ingroff et al. (2007) que compararam um método comercial (Neo-Sensitabs - Rosco, 

Dinamarca) cuja metodologia é semelhante a do método CECON e uma modificação 

do M44-A para itraconazol e anfotericina B com o método de referência M27-A2, foi 

possível verificar que os resultados apresentados para itraconazol são similares no que 

diz respeito à concordância (95,5%/ 92,7%) e correlação (0,86/ 0,84) com os obtidos no 

presente estudo, mas os resultados de correlação para anfotericina B foram 

contrastantes, sendo claramente inferiores (0,68/ 0,47) aos encontrados nesta 

casuística. É Importante considerar que, como a metodologia de difusão em ágar do 

método comercial CECON não está padronizada para itraconazol e anfotericna B e não 

há ainda publicações que relatem estudos de correlação com a resposta clínica, os 

resultados apresentados na presente investigação não podem ser empregados de 

maneira direta como um guia para a quimioterapia antifúngica. Contudo, em 

decorrência de sua simplicidade, esta técnica talvez possa ser uma ferramenta útil em 

avaliações preliminares do comportamento de Candida spp. frente ao itraconazol e 

anfotericina B em programas de vigilância epidemiológica. 

 Em resumo, o presente trabalho contribuiu para o conhecimento da prevalência 

das espécies de Candida isoladas de candidemia na região do Rio de Janeiro, bem 

como demonstrou que provas cromogênicas e bioquímicas são ferrramentas de 

diagnóstico  adequadas aos laboratórios de microbiologia hospitalar. A multiplex-PCR 

foi utilizada com sucesso na detecção molecular dos isolados de Candida, podendo ser 

utilizada em adição ou como uma alternatíva aos métodos convencionais. Estes 
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resultados reforçam ainda a importância da realização de estudos de vigilância para a 

documentação do perfil de susceptibilidade aos antifúngicos testados. De acordo com 

os dados apresentados, as metodologias de difusão em ágar (CLSI/M44-A e CECON) 

e de microdiluição em caldo (M27-A2 e EUCAST/E.Dis.7.1) apresentaram alto índice 

de concordância e correlação. Deste modo, segundo Alves (2004), o método mais 

adequado será aquele que oferecer a melhor correlação de resultados in vivo e in vitro. 

Para tanto, todavia, há a necessidade  de definição de diretrizes interpretativas ou 

pontos de corte para as diferentes metodologias, antifúngicos e microrganismos 

(COUTINHO, 2006). 
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6. CONCLUSÃO 

 

1. Na casuística analisada predominaram indivíduos jovens, do sexo masculino e com 

doença de base hematológica, sendo leucemais (20%) e doença falciforme (16%) as 

condições clínicas mais frequentes. 

 

2. C. albicans foi isoladamente a espécie de Candida mais prevalente tanto em relação 

às candidemias quanto em relação ao conjunto dos espécimens clínicos. 

 

3. Dentre as espécies não-albicans, houve preponderância de C. parapsilosis, C. 

guilliermondii e C. tropicalis em candidemais e nos demais espécimens clínicos. Digno 

de nota foi o elevado percentual de recuperação de C. guilliermondii. 

 

4. As provas do tubo germinativo e do clamidósporo mostraram alta taxa de falso-

negativos (10,6%), sugerindo não serem adequadas como única metodologia de 

identificação de C. albicans. 

 

5. A prova do CHROMagar-Candida revelou ser um eficiente método de identificação 

presuntiva de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, o que indica ser útil na triagem e/ou 

em cultura de vigilância destas espécies. 

 

6. A identificação bioquímica em aparelho VITEK das espécies de Candida estudadas 

demonstrou elevadas taxas de detecção, confirmando o método como um protocolo 

seguro para a identificação definitiva deste grupo de leveduras em laboratórios de 

microbiologia hospitalar. 

 

7. A técnica de multiplex-PCR apresentou-se como um método prático, rápido e eficaz 

na  identificação específica de espécies de Candida. O índice de concordância com a 

prova bioquímica automatizada foi de 100%, o que sugere a possibilidade de sua 

utilização como um protocolo de identificação confirmatório ou suplementar adequado à 

vigilância em saúde. 
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8. A maioria dos isolados clínicos foi susceptível a todas as drogas avaliadas. Todavia, 

C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. lambica foram as espécies de Candida que 

apresentaram os mais elevados valores de CIM (> SDD) de antifúngicos azólicos. 

 

9. A resistência ao fluconazol foi baixa (0,9%), segundo os protocolos de microdiluição 

em caldo CLSI/M27-A2 e EUCAST/E.Dis.7.1. Entretanto, a aplicação dos pontos de 

cortes mais estritos do EUCAST aumentou o poder discriminatório do método, 

elevando o percentual de resistência para 2,6%. 

 

10. Resistência ao itraconazol não foi encontrada por nenhum dos 02 protocolos de 

microdiluição em caldo. Contudo, o documento EUCAST/E.Dis.7.1. foi capaz de 

detectar um maior percentual de cepas SDD (5,4%) do que o documento CLSI/M27-A2 

(3,5%).  

 

11. Foi observado 100% de susceptibilidade dos isolados à anfotericina B tanto pelo 

documento CLSI/M27-A2 quanto pelo EUCAST/E.Dis.7.1.  

 

12. Baixa resistência ao fluconazol (2,6%) foi também detectada pela metodologia de 

difusão em ágar, segundo o documento de referência CLSI/M44-A. A capacidade deste 

protocolo em identificar as CIM mais elevadas (SDD/R) encontradas no documento 

CLSI/M27-A2 foi verificada. 

 

13. Não foi também observada resistência ao itraconazol pelo protocolo de difusão em 

ágar do método comercial CECON. No entanto, CIM com valores mais elevados (SDD) 

foram detectadas. Esta metodologia revelou igualmente 100% de susceptibilidade dos 

isolados clínicos à anfotericina B. 

 

14. A concordância e correlação entre os documentos de referência CLSI/M27-A2 e 

EUCAST/E.Dis.7.1 foi alta (>96%/>0,89) para todos os antifúngicos avaliados, 

demonstrando que tecnicamente são equivalentes e adequados à 

definição/confirmação  de susceptibilidades. Entretanto, uma vantagem da metodologia 

de microdiluição em caldo do EUCAST diz respeito ao maior tamanho do inóculo e a 

suplementação de glicose no meio RPMI 1640, o que permitiu melhorar a taxa de 

crescimento das leveduras e antecipar a leitura em 24h. Além disto, a leitura 
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espectrofotométrica indicada em EUCAST ofereceu a possibilidade de rastreabildade 

por automação na documentação dos dados.  

 

15. A concordância e correlação entre os protocolos de difusão em ágar CLSI/M44-A e 

CECON e os documentos de referência CLSI/M27-A2 e EUCAST/E.Dis.7.1 foi elevada 

(>92%/-0,97), sugerindo que estes protocolos de difusão em ágar são adequados à 

triagem de isolados clínicos frente aos 03 antifúngicos analisados.  
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8. ANEXOS 
 

 



 

  

8.1. ANEXO 1 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA, MORFOLÓGICA, BIOQUÍMICA E MOLECULAR DOS ISOLADOS FÚNGICOS. 
 

 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA  E MORFOLÓGICA 

 

ORDEM 

SEQUENCIAL 

 

LMC NO. 

 

ESPÉCIES FÚNGICAS 

CH TG CL 

 

 
IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA     

PROBABILIDADE (%) / TESTE 

SUPLEMENTAR (TS) 

 

 
IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR  

         
     MULTIPLEX-PCR 

01 250T Candida albicans Verde  + + 99 + 

02 251T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

03 252T Candida parapsilosis Rosa _ _ 95 + 

04 253T Candida parapsilosis Rosa _ _ 94 + 

05 254T Candida albicans Verde  + + 99 + 

06 255T Cryptococcus humicolus Rosa _ _ 80/TS - 

07 256T Candida albicans Verde + + 99 + 

08 257T Candida parapsilosis Branca _ _ 99 + 

09 258T Candida albicans Verde  + + 99 + 

10 259T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

11 260T Candida parapsilosis Rosa _ _ 98 + 

12 261T Candida parapsilosis Rosa _ _ 98 + 

13 262T Candida parapsilosis Rosa _ _ 80/TS + 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA  E MORFOLÓGICA 

 

ORDEM 

SEQUENCIAL 

 

LMC NO. 

 

ESPÉCIES FÚNGICAS 

CH TG CL 

 

 
IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA     

PROBABILIDADE (%) / TESTE 

SUPLEMENTAR (TS) 

 

 
IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR  

         
     MULTIPLEX-PCR 

14 263T Candida guilliermondii Rosa  _ _ 74/TS + 

15 264T Candida parapsilosis Rosa _ _ 98 + 

16 265T Candida parapsilosis Rosa _ _ 98 + 

17 266T Candida parapsilosis Rosa _ _ 98 + 

18 267T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

19 268T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 99 + 

20 269T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 98 + 

21 270T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

22 271T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

23 272T Candida albicans  Verde _ _ 72/TS + 

24 273T Candida albicans  Verde _ _ 72/TS + 

25 274T Candida albicans Verde _ _ 78/TS + 

26 275T Candida parapsilosis Branca _ _ 97 + 

27 276T Rhodotorula glutinis Laranja _ _ 70/TS - 

28 277T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA  E MORFOLÓGICA 

 

ORDEM 

SEQUENCIAL 

 

LMC NO. 

 

ESPÉCIES FÚNGICAS 

CH TG CL 

 

 
IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA     

PROBABILIDADE (%) / TESTE 

SUPLEMENTAR (TS) 

 

 
IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR  

         
     MULTIPLEX-PCR 

29 278T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

30 279T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 50/TS + 

31 280T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

32 281T Candida albicans Verde  + + 99 + 

33 282T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

34 283T Candida albicans Verde  + + 99 + 

35 284T Candida parapsilosis Rosa _ _ 92 + 

36 285T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

37 286T Candida guiilliermondii Rosa  _ _ 79/TS + 

38 287T Candida krusei Rosa Fosco _  _ 99 + 

39 288T Trichosporon sp. Azul _ _ 99/TS - 

40 289T Candida guilliermondii Rosa _ _ 88 + 

41 290T Cryptococcus humicolus Rosa _ _ 57/TS - 

42 291T Candida albicans Verde  + + 99 + 

43 292T Candida guilliermondii Rosa _ _ 83/TS + 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA  E MORFOLÓGICA 

 

ORDEM 

SEQUENCIAL 

 

LMC NO. 

 

ESPÉCIES FÚNGICAS 

CH TG CL 

 

 
IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA     

PROBABILIDADE (%) / TESTE 

SUPLEMENTAR (TS) 

 

 
IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR  

         
     MULTIPLEX-PCR 

44 293T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 55/TS + 

45 294T Candida guilliermondii Rosa _ _ 59/TS + 

46 295T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 98 + 

47 296T Candida guilliermondii Rosa _ _ 53/TS + 

48 297T Candida guilliermondii Rosa _ _ 53/TS + 

49 298T Candida albicans Verde  + + 99 + 

50 299T Candida guilliermondii Rosa _ _ 52/TS + 

51 300T Candida parapsilosis Branca _ _ 99 + 

52 301T Candida albicans Verde  + + 99 + 

53 302T Candida albicans Verde  + + 99 + 

54 303T Candida parapsilosis Branca _ _ 99 + 

55 304T Candida albicans Verde + + 99 + 

56 305T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

57 306T Candida guilliermondii Rosa _ _ 74/TS + 

58 307T Candida famata Rosa _ _ 52/TS - 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA  E MORFOLÓGICA 

 

ORDEM 

SEQUENCIAL 

 

LMC NO. 

 

ESPÉCIES FÚNGICAS 

CH TG CL 

 

 
IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA     

PROBABILIDADE (%) / TESTE 

SUPLEMENTAR (TS) 

 

 
IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR  

         
     MULTIPLEX-PCR 

59 308T Candida albicans Verde + + 99 + 

60 309T Candida albicans Verde  + + 99 + 

61 310T Candida albicans Verde  + + 99 + 

62 311T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

63 312T Candida parapsilosis Rosa _ _ 95 + 

64 313T Candida guilliermondii Rosa _ _ 74/TS + 

65 314T Candida albicans Verde  + + 99 + 

66 315T Candida albicans Verde  + + 99 + 

67 316T Candida parapsilosis Branca _ _ 99 + 

68 317T Rhodotorula glutinis Laranja _ _ 80/TS - 

69 318T Candida albicans Verde  + + 99 + 

70 319T Candida albicans Verde  + + 99 + 

71 320T Candida albicans Verde  + + 99 + 

72 321T Candida albicans Verde + + 99 + 

73 322T Candida albicans Verde  _ _ 68/TS + 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA  E MORFOLÓGICA 

 

ORDEM 

SEQUENCIAL 

 

LMC NO. 

 

ESPÉCIES FÚNGICAS 

CH TG CL 

 

 
IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA     

PROBABILIDADE (%) / TESTE 

SUPLEMENTAR (TS) 

 

 
IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR  

         
     MULTIPLEX-PCR 

74 323T Candida albicans  Verde  + + 99 + 

75 324T Candida albicans Verde  + + 99 + 

76 325T Candida lambica Rosa _ _ 91 - 

77 326T Candida albicans Verde  + + 99 + 

78 327T Candida albicans Verde  + + 99 + 

79 328T Candida albicans Verde  + + 99 + 

80 329T Candida parapsilosis Branca _ _ 93 + 

81 330T Candida albicans Verde  + + 99 + 

82 331T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

83 332T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

84 333T Candida albicans Verde  + + 99 + 

85 334T Candida albicans Verde + + 99 + 

86 335T Candida guilliermondii Rosa _ _ 99 + 

87 336T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 98 + 

88 337T Candida albicans Verde + + 99 + 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA  E MORFOLÓGICA 

 

ORDEM 

SEQUENCIAL 

 

LMC NO. 

 

ESPÉCIES FÚNGICAS 

CH TG CL 

 

 
IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA     

PROBABILIDADE (%) / TESTE 

SUPLEMENTAR (TS) 

 

 
IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR  

         
     MULTIPLEX-PCR 

89 338T Candida tropicalis Azul  _ _ 97 + 

90 339T Candida parapsilosis Branca _ _ 92 + 

91 340T Candida  tropicalis Azul-Cobalto _ _ 97 + 

92 341T Candida albicans Verde + + 99 + 

93 342T Candida albicans Verde  + + 98 + 

94 343T Candida albicans Verde + + 99 + 

95 344T Candida albicans Verde  + + 99 + 

96 345T Candida albcians Verde  + + 99 + 

97 346T Candida albicans Verde  + + 99 + 

98 347T Candida albicans Verde  + + 99 + 

99 348T Candida albicans Verde _ _ 72/TS + 

100 349T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 97 + 

101 350T Candida guilliermondii Rosa _ _ 98 + 

102 351T Candida parapsilosis Rosa _ _ 99 + 

103 352T Candida albicans Verde  + + 99 + 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

 

 

IDENTIFICAÇÃO CROMOGÊNICA  E MORFOLÓGICA 

 

ORDEM 

SEQUENCIAL 

 

LMC NO. 

 

ESPÉCIES FÚNGICAS 

CH TG CL 

 

 
IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA     

PROBABILIDADE (%) / TESTE 

SUPLEMENTAR (TS) 

 

 
IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR  

         
     MULTIPLEX-PCR 

104 353T Candida glabrata Rosa _ _ 99 + 

105 354T Candida parapsilosis Branca _ _ 99 + 

106 355T Candida albicans Verde  + + 99 + 

107 356T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 50/TS + 

108 357T Candida tropicalis Azul-Cobalto _ _ 99 + 

109 358T Candida albicans Verde  + + 99 + 

110 359T Candida albicans Verde  + + 99 + 

111 360T Candida glabrata Rosa _ _ 99 + 

112 361T Candida albicans Verde  + + 99 + 

113 362T Candida albicans Verde + + 99 + 

 
LMC, Laboratório de Micologia Clínica; CH, CHROMagar-Candida; TG, tubo germinativo; CL, clamidósporo; (+) positivo; (-) negativo.. 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

  

8.2. ANEXO 2 

 

RESULTADO DOS TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO DE 113 ISOLADOS FÚNGICOS FRENTE AO FLUCONAZOL, ITRACONAZOL E 
ANFOTERICINA B PELOS MÉTODOS DE DIFUSÃO EM ÁGAR E MICRODILUIÇÃO EM CALDO. 
 

CEPAS CLSI 
M44-A 

CECON  CLSI 
M27-A2 

EUCAST 
E.DIS-7.1 

 

LMC NO. 
FCZ  
(mm) 

ITZ  
(mm) 

AMB 
(mm) 

FCZ  
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

FCZ 
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

250T 46 23 25 0,25 0,015 0,5 0,5 0,03 0,25 

251T 39 35 27 0,25 0,03 0,25 0,5 0,03 0,5 

252T 35 38 27 0,5 0,03 0,25 0,25 0,03 0,5 

253T 35 30 30 1 0,015 0,25 0,5 0,06 0,5 

254T 42 24 23 0,25 0,015 0,5 0,5 0,03 0,25 

255T 32 25 30 1 0,12 0,12 0,5 0,06 0,06 

256T 36 29 25 1 0,06 0,25 0,5 0,03 0,25 

257T 48 30 25 0,25 0,015 1 0,5 0,015 0,5 

258T 46 25 23 0,25 0,03 0,5 1 0,06 0,25 

259T 33 30 27 0,5 0,06 0,25 0,5 0.12 0,5 

260T 40 33 27 0,25 0,015 0,25 0,25 0,03 0,5 

261T 34 35 28 0,25 0,015 0,25 0,5 0,03 0,5 

262T 38 32 23 0,25 0,06 0,25 0,25 0,12 0,5 

263T 36 24 21 0,25 0,06 0,06 0,5 0,06 0,06 

 
 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

CEPAS CLSI 
M44-A 

CECON  CLSI 
M27-A2 

EUCAST 
E.DIS-7.1 

 

LMC NO. 
FCZ  
(mm) 

ITZ  
(mm) 

AMB 
(mm) 

FCZ  
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

FCZ 
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

264T 50 38 26 0,25 0,015 1 0,5 0,015 1 

265T 30 33 24 0,12 0,06 0,06 0,25 0,06 0,25 

266T 39 37 29 0,5 0,03 0,5 0,5 0,015 0,25 

267T 35 33 27 0,12 0,015 0,5 0,25 0,015 0,25 

268T 38 29 25 0,5 0,06 1 0,5 0,06 1 

269T 33 27 24 0,5 0,06 0,25 1 0,06 0,5 

270T 35 41 29 1 0,015 0,25 0,5 0,015 0,25 

271T 30 31 25 0,5 0,06 0,5 0,5 0,03 0,5 

272T 48 34 31 0,25 0,03 0,12 0,12 0,03 0,06 

273T 48 34 32 0,25 0,03 0,5 0,25 0,015 0,25 

274T 48 35 32 0,25 0,03 0,5 0,25 0,015 0,5 

275T 36 29 26 0,25 0,06 0,12 0,5 0,06 0,25 

276T 0 16 21 0,25 0,06 0,25 0,25 0,015 0,25 

277T 34 31 26 1 0,03 0,5 1 0,03 0,25 

278T 33 31 25 0,5 0,03 0,5 0,12 0,03 0,06 

279T 26 24 27 0,25 0,12 0,5 0,5 0,06 0,25 

 
 
 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

CEPAS CLSI 
M44-A 

CECON  CLSI 
M27-A2 

EUCAST 
E.DIS-7.1 

 

LMC NO. 
FCZ  
(mm) 

ITZ  
(mm) 

AMB 
(mm) 

FCZ  
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

FCZ 
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

280T 30 32 28 0,5 0,06 0,5 0,5 0,06 0,25 

281T 36 29 21 0,25 0,06 0,5 0,12 0,015 0,25 

282T 30 33 27 0,5 0,12 0,5 0,25 0,015 0,25 

283T 50 32 23 0,12 0,015 0,5 0,25 0,03 0,5 

284T 40 31 28 1 0,12 0,5 1 0.03 1 

285T 48 34 29 1 0,03 0,5 0,5 0,03 0,5 

286T 32 22 24 0,25 0,03 0,25 0,5 0,12 0,25 

287T 08 24 26 64 0,03 0,25 64 0,25 0,5 

288T 25 25 25 1 0,25 0,5 2 0,25 0,5 

289T 36 21 21 0,5 0,03 0,25 0,5 0,06 0,5 

290T 20 25 25 0,5 0,12 0,5 1 0,03 0,25 

291T 28 25 25 0,5 0,03 0,5 0,25 0,03 0,5 

292T 26 23 29 1 0,25 0,25 2 0,12 0,5 

293T 37 29 27 1 0,03 0,25 0,5 0,03 0,25 

294T 38 25 22 2 0,12 0,5 0,5 0,03 0,5 

295T 29 27 24 0,5 0,12 0,5 0,25 0,12 0,5 

 
 
 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

CEPAS CLSI 
M44-A 

CECON  CLSI 
M27-A2 

EUCAST 
E.DIS-7.1 

 

LMC NO. 
FCZ  
(mm) 

ITZ  
(mm) 

AMB 
(mm) 

FCZ  
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

FCZ 
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

296T 30 23 25 1 0,12 0,5 0,5 0,03 0,5 

297T 25 20 25 1 0,06 0,5 1 0,25 0,5 

298T 32 26 25 1 0,12 0,25 0,25 0,03 0,5 

299T 34 22 25 0,5 0,06 0,25 1 0,06 0,5 

300T 38 31 23 0,5 0,12 0,5 0,25 0,12 0,5 

301T 32 22 29 0,5 0,12 0,5 0,12 0,03 0,25 

302T 33 21 24 0,5 0,12 0,5 0,25 0,03 0,25 

303T 34 31 23 0,5 0,06 0,5 0,5 0,06 0,25 

304T 32 24 25 0,25 0,12 0,5 0,25 0,12 0,5 

305T 35 29 21 0,5 0,06 0,25 0,5 0,03 0,5 

306T 30 26 25 0,25 0,06 1 1 0,06 0,5 

307T 32 27 29 1 0,12 0,5 1 0,06 0,5 

308T 40 28 27 0,25 0,03 0,5 0,12 0,03 0,5 

309T 32 24 25 0,5 0,12 0,25 0,25 0,03 0,5 

310T 32 26 26 1 0,12 0,5 0,25 0,03 0,25 

311T 35 25 27 0,5 0,06 0,5 0,5 0,06 0,25 

 
 
 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

CEPAS CLSI 
M44-A 

CECON  CLSI 
M27-A2 

EUCAST 
E.DIS-7.1 

 

LMC NO. 
FCZ  
(mm) 

ITZ  
(mm) 

AMB 
(mm) 

FCZ  
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

FCZ 
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

312T 36 26 28 0,5 0,12 0,5 0,5 0,03 0,25 

313T 33 28 24 1 0,06 0,5 0,25 0,015 0,25 

314T 30 25 22 0,5 0,12 0,5 0,5 0,06 0,5 

315T 40 23 25 1 0,03 0,25 1 0,03 0,25 

316T 22 28 21 0,25 0,03 0,25 0,5 0,06 0,5 

317T 0 14 23 16 0,12 0,25 16 0,12 0,5 

318T 40 24 24 0,25 0,03 0,12 1 0,03 0,25 

319T 35 26 24 0,5 0,06 0,25 0,25 0,015 0,12 

320T 35 24 25 1 0,015 0,5 0,25 0.015 0,5 

321T 30 26 24 0,25 0,015 0,25 0,5 0,015 0,25 

322T 48 24 23 0,12 0,015 0,06 0,12 0,03 0,12 

323T 40 24 25 0,25 0,03 0,25 0,12 0,03 0,5 

324T 34 21 21 0,25 0,015 0,25 0,25 0,015 0,25 

325T 24 16 18 16 0,25 0,5 16 0,12 1 

326T 44 22 16 0,25 0,015 0,5 0,5 0,12 0,5 

327T 30 21 24 0,12 0,015 0,25 0,5 0,015 0,5 

 
 
 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

CEPAS CLSI 
M44-A 

CECON  CLSI 
M27-A2 

EUCAST 
E.DIS-7.1 

 

LMC NO. 
FCZ  
(mm) 

ITZ  
(mm) 

AMB 
(mm) 

FCZ  
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

FCZ 
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

328T 35 21 24 0,25 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 

329T 38 25 26 0,5 0,12 0,25 0,12 0,03 0,12 

330T 40 20 23 0,5 0,06 0,5 0,25 0,015 0,25 

331T 44 27 25 0,5 0,06 0,5 0,5 0,03 0,25 

332T 44 28 26 0,5 0,06 0,25 0,25 0,015 0,25 

333T 44 23 22 0,25 0,015 0,5 0,25 0,015 0,5 

334T 30 23 24 1 0,06 0,25 2 0,12 0,5 

335T 28 18 27 1 0,12 0,25 4 0,12 0,5 

336T 30 25 27 1 0,12 0,25 0,5 0,06 0,25 

337T 34 23 23 0,5 0,06 0,5 0,5 0,03 0,25 

338T 28 21 25 0,5 0,015 0,25 0,25 0,03 0,25 

339T 48 22 21 0,25 0,015 0,25 0,25 0,03 0,25 

340T 33 23 24 1 0,12 0,25 0,5 0,06 0,5 

341T 40 22 23 0,25 0,06 0,25 0,5 0,015 0,25 

 
 
 
 
 
 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

CEPAS CLSI 
M44-A 

CECON  CLSI 
M27-A2 

EUCAST 
E.DIS-7.1 

 

LMC NO. 
FCZ  
(mm) 

ITZ  
(mm) 

AMB 
(mm) 

FCZ  
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

FCZ 
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

342T 36 18 25 0,25 0,015 0,25 0,5 0,03 0,5 

343T 46 21 27 1 0,12 0,5 1 0,03 0,5 

344T 35 21 27 1 0,06 0,5 0,5 0,015 0,25 

345T 35 22 17 0,25 0,015 0,25 0,25 0,015 0,25 

346T 38 23 22 0,5 0,06 0,5 0,25 0,015 0,12 

347T 35 21 22 0,12 0,015 0,12 0,12 0,03 0,12 

348T 39 25 27 0,5 0,12 0,25 0,12 0,12 0,06 

349T 30 21 25 0,25 0,03 0,25 0,25 0,06 0,25 

350T 20 22 21 1 0,12 0,12 2 0,12 0,25 

351T 30 21 25 1 0,03 0,25 2 0,12 0,5 

352T 28 21 23 0,5 0,06 0,25 0,5 0,12 0,12 

353T 35 19 23 8 0,25 0,12 16 0,5 0,12 

354T 25 25 27 0,5 0,015 0,25 1 0,12 0,5 

355T 35 20 22 0,5 0,12 0,5 0,25 0,03 0,25 

356T 35 27 24 0,25 0,12 0,5 0,12 0,06 0,25 

357T 15 16 25 4 0,12 0,5 4 0,25 1 

 
 
 



 

  

CONTINUAÇÃO. 
 

CEPAS CLSI 
M44-A 

CECON  CLSI 
M27-A2 

EUCAST 
E.DIS-7.1 

 

LMC NO. 
FCZ  
(mm) 

ITZ  
(mm) 

AMB 
(mm) 

FCZ  
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

FCZ 
(µg/mL) 

ITZ 
(µg/mL) 

AMB 
(µg/mL) 

358T 30 23 24 0,5 0,06 0,5 1 0,06 0,5 

359T 38 27 22 1 0,12 0,5 0,25 0,12 0,5 

360T 20 34 25 8 0,12 0,12 16 0,12 0,25 

361T 22 23 20 8 0,12 0,25 8 0,12 0,25 

362T 16 19 20 8 0,12 0,25 16 0,12 0,25 

 
LMC, Laboratório de Micologia Clínica; CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute;  EUCAST, European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing; FCZ, Fluconazol; ITZ, Itraconazol; 
AMB, Anfotericina B. 
 
 

 



 

  

8.3. ANEXO 3 

 

DIRETRIZES INTERPRETATIVAS PARA O TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO DAS 

ESPÉCIES DE Candida PELO MÉTODO DA DILUIÇÃO EM CALDO (CLSI, 2002; 2005). 

 
 

Agentes Antifúngicos 
 

Susceptibilidade 

(S) 

 

Susceptibilidade-

Dose-Dependente 

(SDD)  

 

Intermediário 

(I)  

 

Resistente 

(R) 

 

Fluconazol  
 

≤ 8 

 

16-32 

 

- 

 

≥ 64 

 

Itraconazol  

 

≤ 0,125 

 

0,25-0,5 

 

- 

 

≥ 1 

 
O quadro apresenta os pontos de corte (µg/mL) contra os agentes indicados para as espécies de Candida. 

Quando as CIM`s são mensuradas usando uma escala que  produz resultados entre uma e outra categoria,  a 

sensibilidade do isolado será classifcada na categoria imediatamente superior. Assim, um isolado com uma 

CIM de fluconazol de 125µg/mL,  deve ser colocada na categoria de SDD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

8.4. ANEXO 4 

 

ANTIMICROBIANOS PARA INFECÇÕES POR Candida: PONTOS DE CORTE PARA FLUCONAZOL 

(VERSÃO 1.0) (EUCAST, 2007). 

 

PONTOS DE CORTE  PARA ESPÉCIES RELACIONADAS 

(S</R>) 

 

 

ANTIFÚNGICO 
 

Candida 
albicans 

 
Candida 
glabrata 

 
Candida  
krusei 

 
Candida 
parapsilosis 

 
Candida 
tropicalis 

 

PONTOS DE CORTE 

PARA ESPÉCIES NÃO 

RELACIONADAS
1
 

(S</R>) 

FLUCONAZOL 2/4 IE -- 2/4 2/4 <2 (S) / >4 (R) 

 
S, Susceptível; R, Resistente; IE, insufIciente evidência (não está claro  se a espécie em questão é  um bom alvo 

para a terapia com a droga); -,  pobre alvo para a terapia com a droga; 1, pontos de cortes têm sido determinados 

principalmente com base em informações de  PK/PD  e  são independentes das distribuições de CIM  espécie-

específicas (utilizadas somente  para organismos  que não têm um  ponto de corte específico). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

8.5. ANEXO 5 

 

DIRETRIZES DE INTERPRETAÇÃO DOS TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO DAS 

ESPÉCIES DE Candida PELO MÉTODO DE DIFUSÃO EM ÁGAR: DIÂMETRO DE INIBIÇÃO E 

CORRESPONDENTE CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA [CIM] (CLSI, 2004; 2007). 

 

 
ZONAS DE INIBIÇÃO 

(mm) 

 
PONTOS DE CORTE [CIM] 

(µµµµg) 

 
 

AGENTE 

ANTIFÚNGICO 

 
 

CONTEÚDO 

DO DISCO 

 
R 

 
SDD 

 
S 

 
R 

 
SDD 

 
S 

 

FLUCONAZOL 

 

25µg 

 

≤14 

 

15-18 

 

≥19 

 

≥ 64 

 

16-32 

 

≤ 8 

 
R, Resistente; S-DD, Susceptível Dependente de Dose; S, susceptível. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

8.6. ANEXO 6 

 

DIRETRIZES DE INTERPRETAÇÃO DOS TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO DAS 

ESPÉCIES DE Candida PELO MÉTODO DE DIFUSÃO EM ÁGAR: DIÂMETRO DE INIBIÇÃO E 

CORRESPONDENTE CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA [CIM] (CECON, SP, BRASIL). 

 

 
ZONAS DE INIBIÇÃO 

(mm) 

 
PONTOS DE CORTE [CIM] 

(µµµµg) 

 
 

AGENTE 

ANTIFÚNGICO 

 
 

CONTEÚDO 

DO DISCO 

 
R 

 
INTERMEDIÁRIO 

 
S 

 
R 

 
INTERMEDIÁRIO 

 
S 

 

ITRACONAZOL 

 

10µg 

 

≤11 

 

12-19 

 

≥ 20 

 

- 

 

- 

 

- 

 

ANFOTERICINA B 

 

100µg 

 

≤10 

 

>10 

 

≥1 

 

<1 

 
R, Resistente; S, Susceptível. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


