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RESUMO 

 
Candida glabrata é um patógeno emergente nos hospitais públicos e privados 
brasileiros. Baseado em análises moleculares, Candida nivariensis e Candida 
bracarensis foram descritas como duas novas espécies filogeneticamente 
relacionadas à C. glabrata, formando o complexo C. glabrata. O objetivo deste 
trabalho foi estudar as características fenotípicas associadas à virulência e ao perfil 
de suscetibilidade aos antifúngicos em isolados clínicos previamente identificados 
como C. glabrata oriundos de pacientes com quadro de candidíase entre 1998 e 2015 
em dois hospitais públicos no município do Rio de Janeiro. Um total de 92 isolados 
clínicos foi submetido à análise molecular com base na amplificação e 
sequenciamento da região ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal. A produção de 
enzimas hidrolíticas foi avaliada em placas ou tubos contendo meios ou reagentes 
específicos e a formação de biofilme foi determinada pelo método do cristal violeta e 
pelo ensaio de redução do XTT. O perfil de suscetibilidade aos antifúngicos in vitro foi 
determinado pelo método da microdiluição em caldo (CLSI, M27-A3). Candida 
glabrata stricto sensu foi a espécie predominante (n=91), seguida por C. nivariensis 
(n=1) a qual foi pela primeira vez descrita no Brasil. C. bracarensis não foi encontrada 
neste estudo. Em geral, os isolados de C. glabrata stricto sensu foram bons produtores 
de catalase, aspártico protease, esterase, fitase e hemolisina. Entretanto, não foram 
detectadas atividades in vitro de caseinase e fosfolipase. Além disso, esses isolados 
foram capazes de formar biolfime. Todos os isolados de C. glabrata stricto sensu 
foram suscetíveis à 5-fluorocitosina. Entretanto, esses isolados apresentaram 
resistência à anfotericina B (9,9%), fluconazol (15,4%), itraconazol (5,5%), 
caspofungina (8,8%) ou micafungina (15,4%). Alguns isolados foram classificados 
como tipo não-selvagem para o voriconazol (33,0%) e para o posaconazol (4,4%). 
Anfotericina B e micafungina foram mais eficazes do que o itraconazol e a 
fluorocitosina frente aos isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu na presença do 
biofilme. Relações estatisticamente significativas foram encontradas (i) entre o perfil 
de suscetibilidade da micafungina e a produção de esterase, bem como entre o perfil 
de suscetibilidade do fluconazol, itraconazol, micafungina e a atividade hemolítica; e 
(ii) entre a produção de diferentes enzimas hidrolíticas, esterase e hemolisina, e a 
formação de biofilme (p<0,05). O isolado de C. nivariensis foi excelente produtor de 
aspártico protease e catalase, e um bom produtor de fitase, porém, nenhuma atividade 
in vitro foi detectada para as demais enzimas testadas. Este isolado também foi capaz 
de formar biofilme. O isolado de C. nivariensis foi suscetível à anfotericina B, 
caspofungina e 5-fluorocitosina, porém suscetível dose-dependente ao itraconazol e 
resistente ao fluconazol e à micafungina. Para voriconazol e posaconazol, este isolado 
foi classificado como tipo selvagem e tipo não-selvagem, respectivamente. Este 
estudo reforça o potencial de virulência dessas espécies e destaca o perfil de 
resistência de alguns isolados aos principais fármacos geralmente usados no 
tratamento da candidíase. 
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ABSTRACT 

 
Candida glabrata is an emerging pathogen in public and private Brazilian hospitals.  
Based on molecular analysis, two new species phenotypically closely related to 
resemble C. glabrata have been described: Candida nivariensis and Candida 
bracarensis. This study evaluated the phenotypic characteristics associated with 
virulence and the antifungal susceptibility profile in clinical isolates previously identified 
as C. glabrata from patients with candidiasis between 1998 and 2015 in two public 
hospitals in the city of Rio de Janeiro. A total of 92 clinical isolates were submitted to 
molecular analysis based on the amplification and sequencing of the ribosomal DNA 
ITS1-5.8S-ITS2 region. The production of hydrolytic enzymes was evaluated in plates 
or tubes containing specific media or reagents and biofilm formation was evaluated by 
the crystal violet method and the XTT reduction assay. The in vitro antifungal 
susceptibility profile was determined by the broth microdilution method (CLSI, M2-A3). 
Candida glabrata stricto sensu was the predominant species (n = 91), followed by C. 
nivariensis (n = 1), which was for the first time described in Brazil. Candida bracarensis 
was not found in this study. Overall, C. glabrata stricto sensu isolates were good 
producers of catalase, aspartic protease, esterase, phytase, and hemolysin. No in vitro 
activities were detected for caseinase and phospholipase. Moreover, these isolates 
were able to produce biolfim. All isolates of C. glabrata stricto sensu were susceptible 
to flucytosine. However, these isolates showed resistance to amphotericin B (9.9%), 
fluconazole (15.4%), itraconazole (5.5%), caspofungin (8.8%), or micafungin (15.4%). 
Some isolates were classified as non-wild-type for voriconazole (33.0%) and 
posaconazole (4.4%). Amphotericin B and micafungin were more effective than 
itraconazole and fluorocytosine against to clinical isolates of C. glabrata stricto sensu 
forming biofilms. Statistically significant correlations were identified between (i) 
micafungin minimum inhibitory concentration (MIC) and esterase production, as well 
as between fluconazole  and micafungin MIC and hemolytic activity, and between 
amphotericin B MIC and phytase production, and between (ii) the production of 
different hydrolytic enzymes, esterase and hemolysin, and biofilm formation (p<0.05). 
The C. nivariensis isolate was an excellent producer of aspartic protease and catalase, 
and a good phytase producer. No in vitro activity was detected for the other enzymes 
tested. This isolate was also able to form biofilm, susceptible to amphotericin B, 
caspofungin and flucytosine, but susceptible dose-dependent to itraconazole, and 
resistant to fluconazole and micafungin. For voriconazole and posaconazole, this 
isolate was classified as wild type and non-wild type, respectively. This study reinforces 
the virulence potential of these species and highlights the resistance profile of some 
isolates to the main drugs commonly used for candidiasis management. 
 
Keywords: Antifungals; Candida glabrata; Candida nivariensis; Virulence 
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INI - Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas 

ITC - Itraconazol 

ITS - Internal Transcribed Spacer (Região de transcrição interna) 

MCF - Micafungina 

MDR - Multidrug Resistance (Gene de resistência à multidrogas) 

MFS - Major Facilitators Superfamily (Superfamília de transportadores 

facilitadores principais) 

MG - Média Geométrica 

MLST - Multilocus Sequence Typing (Tipagem por sequências multilocus) 

Non-WT - non-Wild Type (Tipo não-selvagem) 

PBS - Phosphate-Buffered Saline (Salina Tamponada com fosfato) 

PCR - Polimerase Chain Reaction (Reação em cadeia da polimerase) 

PDTIS - Programa de Desenvolvimento Tecnológico em Insumos para Saúde 

POS - Posaconazol 

R - Resistente 

RNA - Ácido Ribonucléico 

RPMI - Roswell Park Memorial Institute (Instituto Memorial Rosweell Park) 

S - Suscetível 

SDD - Suscetível dose-dependente 

TBE - Tris borato-EDTA 

Tris - Tris (Hidroximetil) Aminometano 

UV - Ultravioleta 

VRC - Voriconazol  

WT - Wild Type (Tipo selvagem) 

XTT - 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5[(fenil-amino) carbonil]-2H-

tetrazólio hidróxido) 

YCB - Yeast Carbon Base (Meio base de carbono para leveduras) 

YNB - Yeast Nitrogen Base (Meio base de nitrogênio para leveduras) 

YP - Yeast extract Peptone (Meio extrato de levedura e peptona) 

YPD - Yeast extract Peptona Dextrose (Meio extrato de levedura, peptona e 

dextrose) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Candidíase ou Candidose 

 

A candidíase ou candidose é uma micose causada por leveduras do gênero 

Candida, as quais são ubíquas no meio ambiente, podendo ser encontradas no solo, 

ambientes marinhos, objetos inanimados, plantas e animais (LACAZ et al., 2002). As 

espécies mais comumente isoladas são Candida albicans, Candida parapsilosis, 

Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei (LEROY et al., 2009; PFALLER 

et al., 2012c; BASSETTI et al., 2015). Entretanto, outras espécies emergentes têm 

sido descritas como agentes etiológicos de candidíases como Candida viswanathii, 

Candida inconspicua, Candida fermentati, Candida famata, Candida haemulonii, 

Candida ciferrii, Candida lipolytica, Candida auris, entre outras (CÓRDOBA et al., 

2011; EMARA et al., 2015; RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017). 

As leveduras do gênero Candida têm grande importância pela frequência com 

que colonizam e infectam o hospedeiro humano. São microrganismos comensais que 

habitam o trato gastrointestinal, fazendo parte também da microbiota oral, urogenital 

e da pele (DIGNANI; SOLOMKIM; ANAISSE, 2003).  

Esses microrganismos comensais tornam-se patogênicos caso ocorram 

alterações nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de 

barreiras anatômicas secundariamente a queimaduras, inserção de cateteres ou 

procedimentos médicos invasivos. Alterações nos mecanismos de defesa do 

hospedeiro podem ser decorrentes de mudanças fisiológicas características da 

infância (prematuridade) ou envelhecimento, ou mais frequentemente associadas a 

doenças degenerativas, neoplásicas, imunodeficiências congênitas ou adquiridas e 

imunossupressão induzida por atos médicos (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; 

NUCCI et al., 2010; SILVA et al., 2012). 

 

 

1.2 Manifestações Clínicas 

 

Micoses causadas por Candida spp. apresentam um amplo espectro de 

manifestações clínicas tais como formas superficiais, com acometimento cutâneo e 

mucocutâneo, ou formas sistêmicas graves podendo envolver múltiplos órgãos, após 
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disseminação hematogênica do agente (RÜPING; VEHRESCHILD; CORNELY, 2008; 

SILVA et al., 2012).  

A candidíase cutânea pode se apresentar de diferentes formas: (i) intertrigo, 

localizada nas áreas de dobras da pele como axila, virilhas, sulco interglúteo, prega 

submamária e em pessoas obesas na prega suprapúbica produzindo intenso eritema, 

edema, exsudado purulento e pústulas; (ii) lesões interdigitais palmares e plantares 

que se caracterizam pela presença de fissura central, circundada pela pele macerada 

despregada e branca; (iii) foliculite pruriginosa com invasão dos pelos e abscessos ao 

redor do folículo piloso e (iv) onicomicose com acometimento da unha (oníquia) e 

borda da unha (paroníquia). Diabetes mellitus e a síndrome da imunodeficiência 

adquirida [Adquired immunodeficiency syndrome – aids] também estão associados à 

candidíase cutânea (LACAZ et al., 2002).  

Na candidíase mucocutânea, os tecidos da mucosa oral e vaginal são os mais 

atingidos. A candidíase oral se manifesta através de lesões na boca, língua, palato, 

faringe e esôfago. Essa manifestação de candidíase é caracterizada pelo 

aparecimento de pequenas pápulas brancas, muito aderentes formando uma camada 

cremosa que pode cobrir a língua, o palato e a faringe. É muito comum em crianças, 

pacientes com câncer e em indivíduos infectados pelo vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) (LACAZ et al., 2002). A candidíase vaginal (ou vulvovaginal) manifesta-

se pelo aparecimento de placas membranosas brancas e/ ou um corrimento 

esbranquiçado de aspecto leitoso, originando prurido intenso. A candidíase 

vulvovaginal pode se tornar recorrente (com episódios agudos a cada três meses 

aproximadamente) sem motivo aparente ou em consequência de uma 

antibioticoterapia utilizada muitas vezes, ou durante a gestação, diabetes, terapia 

hormonal, terapia imunossupressora e excepcionalmente em casos de aids (FIDEL; 

SOBEL, 1996; LACAZ et al., 2002).  

Dentre as formas sistêmicas, as infecções de corrente sanguínea (também 

conhecidas como candidemia) são as manifestações mais comuns de candidíase 

invasiva em ambientes hospitalares (PFALLER; DIEKEMA, 2007; PFALLER et al., 

2014). A apresentação clínica da candidemia é frequentemente associada com sinais 

e sintomas da síndrome séptica (febre, hipotensão, leucocitose), sem 

comprometimento de órgãos internos. No entanto, pode ocorrer disseminação a 

múltiplos órgãos resultando na formação de abscessos renais e hepato-esplênicos, 

endocardite, meningite, entre outras complicações (ANTINORI et al., 2016). A 



 21 

infecção disseminada pode ocorrer devido à presença de cateter venoso central, 

nutrição parenteral, ao uso de antibióticos de largo espectro, corticosteróides, agentes 

quimioterápicos, câncer em estágio avançado, doenças hematológicas malignas, 

transplante de medula óssea ou órgãos sólidos, neutropenia, cirurgia abdominal, 

queimaduras extensas, hemodiálise, ventilação mecânica, permanência em unidades 

de terapias intensivas e colonização prévia por Candida spp. (ARENDRUP, 2013). As 

infecções fúngicas invasivas por Candida spp. são graves e acarretam no aumento do 

tempo de internação hospitalar e consequentemente elevam os custos de 

hospitalização, além de estarem associadas às elevadas taxas de morbidade e 

mortalidade encontradas nos pacientes acometidos (STROLLO et al., 2017).  

 

 

1.3 Epidemiologia das Infecções Fúngicas Invasivas por Candida spp. 

 

Candidemia é um problema crescente nos hospitais de todo o mundo. A 

incidência das infecções fúngicas invasivas causadas por Candida spp. em pacientes 

adultos e pediátricos tem aumentado consideravelmente nos últimos anos, 

principalmente devido à crescente complexidade dos pacientes que, em geral, são 

imunocomprometidos e/ou estão hospitalizados por períodos prolongados em 

unidades de terapia intensiva (PFALLER et al., 2012; SARDI et al., 2013; STROLLO 

et al., 2017). Embora C. albicans seja a espécie mais comumente isolada, outras 

espécies de Candida não-albicans estão sendo identificadas como agentes etiológicos 

dessas infecções (PFALLER et al., 2010; CÓRDOBA et al., 2011; DIEKEMA et al., 

2012; COLOMBO et al., 2013; MORETTI et al., 2013; PFALLER et al., 2014; TAN et 

al., 2015; DOI et al., 2016), ocorrendo uma variação na frequência de isolamento de 

Candida spp. dependendo da população envolvida, da região geográfica, da 

exposição prévia a antifúngicos e da idade do paciente (PFALLER et al., 2011; 

LOCKHART et al., 2012; COLOMBO et al., 2013; NUCCI et al., 2013; MONTAGNA et 

al., 2014). 

Na América do Norte e Europa, C. glabrata e C. parapsilosis constituem as 

espécies de Candida não-albicans mais comumente isoladas. A emergência de C. 

glabrata na América do Norte tem sido muito bem documentada e entre as espécies 

de Candida não-albicans ocupa o primeiro lugar, com frequência de isolamento de 

46,4% dos casos de candidíase invasiva (PFALLER et al., 2014). No continente 
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Europeu, há diferenças na epidemiologia da candidemia por espécies de Candida 

não-albicans, com prevalência de C. glabrata nos países do norte (BASSETTI et al., 

2017) e C. parapsilosis nos países do sul da Europa (MONTAGNA et al., 2014).  

No México, um estudo realizado em 14 centros médicos em 10 estados 

mexicanos, C. albicans e as espécies do complexo C. parapsilosis (C. parapsilosis 

Stricto Sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) foram as espécies mais comumente 

isoladas de infecções hematogênicas de pacientes pediátricos, seguida de C. 

tropicalis. A maioria dos isolados foi suscetível aos antifúngicos testados, porém 

isolados de C. glabrata apresentaram resistência à anfotericina B, fluconazol e 

itraconazol (GONZÁLEZ et al., 2013). 

Em Soweto na África do Sul, um estudo restrospectivo sobre candidemia em 

adultos foi realizado entre 1999 e 2007, sendo C. albicans a espécie mais isolada, 

seguida de C. parapsilosis e C. glabrata. As principais condições de predisposição 

foram cirurgia abdominal (43%), infecção por HIV (19%), trauma (16%), diabetes 

mellitus (12%) e câncer (8%). A taxa de mortalidade foi de 60% (KREUSCH; 

KARSTAEDT, 2013).  

Em relação à Ásia e ao Pacífico, C. albicans foi a espécie predominante 

causando candidemia ou candidíase invasiva na Austrália, Japão, Korea, Hong Kong, 

Malásia, Singapura e Tailândia, enquanto que C. tropicalis foi a espécie mais 

predominante entre as Candida spp. no Paquistão e na Indía (WANG; XU; HSUEH, 

2016). Na China, C. albicans foi a espécie mais comumente isolada de pacientes com 

cáncer e candidemia, seguida de espécies do complexo C. parapsilosis, C. tropicalis, 

espécies do complexo C. glabrata (C. glabrata, C. nivariensis e C. bracarensis), C. 

lusitaniae e C. famata (LI et al., 2017). 

Na América do Sul, o padrão de distribuição de Candida spp. se diferencia dos 

citados em alguns países da América do Norte e Europa, embora poucos estudos 

prospectivos tenham sido desenvolvidos nessa região. Na Argentina, em um estudo 

nacional tendo como foco a identificação de leveduras isoladas de pacientes com 

fungemia também revelou o mesmo padrão de distribuição de Candida spp. 

Entretanto, outras espécies foram identificadas como C. viswanathii, C. haemulonii, C. 

inconspicua e C. fermentati. A presença de espécies incomuns reforça a necessidade 

de realização de uma vigilância contínua, a fim de monitorar possíveis mudanças, não 

apenas na distribuição epidemiológica das espécies, mas também em relação à 

resistência aos fármacos antifúngicos (CÓRDOBA et al., 2011). Em um outro estudo 
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retrospectivo realizado entre 2010 e 2012 em cinco hospitais públicos na cidade de 

Córdoba, C. albicans foi a espécie mais predominante, seguida de C. parapsilosis e 

C. tropicalis (RIERA et al., 2014). 

No Chile, a prevalência é de C. albicans, mas um aumento progressivo de 

infecções por Candida não-albicans foi observado no período de 2000 a 2013, sendo 

C. glabrata a espécie mais frequente, seguida de C. tropicalis e C. parapsilosis (SIRI 

et al., 2017).  

Muito pouco se conhece sobre a epidemiologia da candidemia no Peru. 

Entretanto, em um estudo prospectivo foi realizado no período de 2013 a 2015 em três 

hospitais de Lima, C. albicans se destacou como a espécie predominante, seguida de 

C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata. Todos os isolados foram suscetíveis a 

anfotericina B e a anidulafungina, porém houve resistência ao fluconazol em alguns 

isolados (RODRIGUEZ et al., 2017).  

Em um estudo retrospectivo realizado em um hospital público brasileiro 

localizado na região sudeste entre 1994 e 2004, C. albicans foi a espécie mais isolada 

de infecções de corrente sanguínea em pacientes idosos e com comorbidades, 

seguida de C. tropicalis, C. parapsilois, C. glabrata e C. krusei. A taxa de mortalidade 

foi de 55,4% (WILLE et al., 2013). Vale ressaltar que em um hospital universitário de 

referência também localizado na região sudeste do Brasil, a incidência de C. glabrata 

aumentou significantemente entre 2006 e 2010, variando de 4,8 a 23,5% (MORETTI 

et al., 2013). Por outro lado, em um estudo multicentrico envolvendo 16 hospitais 

distribuídos nas cinco regiões do Brasil entre 2007 e 2010, C. albicans foi a espécie 

mais isolada de infecções sanguíneas nosocomiais, seguida de C. parapsilosis, C. 

tropicalis e C. glabrata e as malignidades foram a condição subjacente mais comum 

(32%), sendo a taxa de mortalidade bruta durante a admissão hospitalar de 72,2% 

(DOI et al., 2016). 

Em relação à América Latina, o Brasil apresentou a maior proporção de 

episódios associados à candidemia por C. glabrata (10%), sendo mais frequente em 

pacientes idosos (NUCCI et al., 2013).  
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1.4 Candida glabrata 

 

Historicamente, C. glabrata foi inicialmente classificada no gênero Torulopsis. 

Este gênero foi descrito em 1894, enquanto que o gênero Candida foi nomeado em 

1913. Candida glabrata foi originalmente colocada no gênero Torulopsis devido à falta 

de produção de pseudohifa. Entretanto, em 1978 foi estabelecido que a capacidade 

de produzir pseudohifa não fosse um fator relevante na distinção dos membros do 

gênero Candida (YARROW; MEYER, 1978). Contrariamente, em 1984, foi feito um 

trabalho mostrando que o gênero Candida era taxonomicamente diferente de 

Torulopsis (MCGINNIS et al., 1984). Somente em 1997, constatou-se que algumas 

espécies de Torulopsis formavam hifas verdadeiras e pseudohifas, concluindo que 

Torulopsis spp. deveriam ser aceitas como pertencentes ao gênero Candida (ODDS 

et al., 1997). 

Candida glabrata caracteriza-se morfologicamente por células leveduriformes 

consideravelmente pequenas (medindo de 1 a 4 µm, em relação a C. albicans cujas 

leveduras medem de 4 a 6 µm), ovais ou com gemulação terminal única. Não há 

formação de pseudohifa ou tubo germinativo a 37°C. Em ágar Sabouraud dextrose, 

C. glabrata apresenta colônias de cor branca a creme, de textura cremosa, brilhante 

e lisa (LARONE, 2002). Outra característica marcante dessa espécie é que ela sempre 

fermenta e assimila glicose e trealose em contraste com C. albicans que fermenta e/ 

ou assimila um número maior de açúcares, com exceção da sucralose. Cabe ainda 

ressaltar que C. glabrata apresenta uma característica genética peculiar, um genoma 

haplóide, diferente do genoma diplóide de C. albicans e de outras espécies de 

Candida não-albicans (FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999). 

Por muitos anos, C. glabrata foi considerada uma espécie saprófita 

relativamente não patogênica presente na flora normal de indivíduos saudáveis, 

raramente causando infecções em humanos (HALEY, 1961; FIDEL; VAZQUEZ; 

SOBEL, 1999). Entretanto, em consequência do uso de fármacos imunossupressores 

e do advento da aids, a frequência de infecções em seres humanos por C. glabrata 

vem aumentando significantemente nos últimos anos em vários países, sendo 

considerada um patógeno oportunista emergente, sobretudo em ambientes 

hospitalares (HAJJEH et al., 2004; LI; REDDING; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2007; 

PFALLER et al., 2011; DIEKEMA et al., 2012; COLOMBO et al., 2013).   
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Candida glabrata tem sido responsável tanto por infecções superficiais quanto 

por infecções invasivas graves e candidemia em pacientes hospitalizados. As 

principais condições e os fatores de risco associados às infecções invasivas por esta 

espécie foram, principalmente, pacientes idosos internados em unidades de terapia 

intensiva, imunossuprimidos, portadores de cateter venoso central, pacientes 

infectados pelo HIV, diabéticos, pacientes com câncer e que fizeram uso profilático de 

fluconazol (MALANI et al., 2011; LOCKHART et al., 2012; GEORGIADOU et al., 2013; 

KREUSCH; KARSTAEDT, 2013).   

 

 

1.5 O Complexo Candida glabrata 

 

Duas novas espécies filogeneticamente relacionadas a C. glabrata têm sido 

descritas na literatura como patógenos emergentes. Essas espécies foram 

identificadas molecularmente e nomeadas como Candida nivariensis e Candida 

bracarensis, sendo fenotipicamente indistinguíveis de C. glabrata (ALCOBA-FLOREZ 

et al., 2005b; CORREIA et al., 2006) (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Fotos ilustrativas da microscopia óptica (aumento de 400x, Microscópio e software Zeiss) do 
Complexo Candida glabrata, a partir do microcultivo em ágar Corn Meal-Tween 80 após 48 horas a 
30°C. (a) Candida glabrata ATCC 2001; (b) C. nivariensis WM 09.150 e (c) C. bracarensis WM 14.01. 
Fonte: Maria Helena G. Figueiredo-Carvalho/ Leonardo Silva Barbedo (INI/ Fiocruz, 2014). 

 

 

Candida nivariensis foi descrita pela primeira vez em 2005 quando foi realizado 

um estudo envolvendo diferentes amostras clínicas (lavado broncoalveolar, 

hemocultura e urina) coletadas de três pacientes em um hospital da Espanha 

(ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a). Desde então, outros casos foram relatados na 

Europa (BORMAN et al., 2008; GORTON et al., 2013; LÓPEZ-SORIA et al., 2013; 

PARMELAND et al., 2013; SWOBODA-KOPEĆ et al., 2014; AZNAR-MARIN et al., 
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2016), Ásia (FUJITA et al., 2007; WAHYUNINGSIH et al., 2008; CHOWDHARY et al., 

2010; SHARMA et al., 2013; LI et al., 2014; TAY et al., 2014; FENG et al., 2015; HOU 

et al., 2017b), Austrália (LOCKHART et al., 2009), no Brasil (presente estudo – 

APÊNDICE A) (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2016) e Argentina (MORALES-

LÓPEZ et al., 2016).  

Candida bracarensis foi caracterizada como uma nova espécie em 2006, 

depois de um estudo realizado com amostras de exsudato vaginal oriundas de 

pacientes portuguesas e hemoculturas coletadas de pacientes hospitalizados no 

Reino Unido (CORREIA et al., 2006). Em um hospital dos Estados Unidos da América, 

Bishop e colaboradores (2008) identificaram três cepas de C. bracarensis em uma 

coleção de 137 isolados de C. glabrata. Uma delas foi recuperada de um abscesso 

pélvico e as outras duas foram encontradas colonizando dois pacientes oncológicos 

adultos (BISHOP et al., 2008). Em outro trabalho realizado numa coleção de 840 

isolados de C. glabrata oriundos da América do Norte, apenas dois isolados foram 

identificados como C. bracarensis, um de escarro e o outro de hemocultura 

(LOCKHART et al., 2009). Um estudo realizado na Espanha envolvendo 143 isolados 

de C. glabrata oriundos de diferentes espécimes clínicos revelou três cepas de C. 

bracarensis, uma de cateter, uma de líquido pleural e outra de sangue de um paciente 

com doença hematológica (CUENCA-ESTRELLA et al., 2011). Na China, trezentos e 

um isolados de C. glabrata foram analisados, e apenas um isolado foi identificado 

molecularmente como C. bracarensis (LI et al., 2014). Em Portugal, um isolado 

oriundo de swab vaginal foi identificado molecularmente como C. bracarensis 

(MOREIRA et al., 2015). Em outro estudo realizado na China, treze isolados foram 

identificados molecularmente e por espectrofotometria de massa por desorção/ 

ionização de laser em matriz (Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionisation – Time Of 

Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF), sendo um isolado identificado como C. 

bracarensis (HOU et al., 2017b). 

A frequência de C. nivariensis e C. bracarensis tem sido baixa entre os isolados 

clínicos. Porém, é necessário monitorar periodicamente essas espécies para 

determinar a frequência com que elas aparecem, sua distribuição geográfica e seu 

perfil de suscetibilidade aos antifúngicos (CUENCA-ESTRELLA et al., 2011). 

Conforme descrito na literatura especializada, alguns isolados clínicos de C. 

glabrata apresentam baixa suscetibilidade aos azólicos (AMIRRAJAB et al., 2016; 

CASTANHEIRA et al., 2016; HOU et al., 2017a). Consequentemente, um aumento 
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nos índices de colonização e infecção por C. glabrata tem sido observado em 

diferentes grupos de pacientes, principalmente entre aqueles com exposição 

prolongada ao fluconazol (PFALLER et al., 2011). O perfil de suscetibilidade de C. 

nivariensis e C. bracarensis é semelhante ao de C. glabrata. Embora se tenha um 

número limitado desses isolados para tal comparação, há dados na literatura que 

indicam que isolados de C. nivariensis são suscetíveis dose-dependente ou 

resistentes aos azólicos (fluconazol e/ ou itraconazol) que são antifúngicos 

comumente usados no tratamento da candidíase (FUJITA et al., 2007; BORMAN et 

al., 2008; GORTON et al., 2013; LÓPEZ-SORIA et al., 2013; SHARMA et al., 2013; LI 

et al., 2014; FENG et al., 2015; HOU et al., 2017b). Por outro lado, C. bracarensis tem 

se mostrado suscetível ou suscetível dose-dependente a esses azólicos (FUJITA et 

al., 2007; BORMAN et al., 2008; LI et al., 2014; HOU et al., 2017b). Assim, um 

monitoramento periódico do perfil de suscetibilidade aos antifúngicos das espécies do 

complexo C. glabrata é importante para auxiliar na conduta clínica. 

 

 

1.6 Fatores de Virulência de Candida spp. 

 

A patogenicidade de espécies do gênero Candida é facilitada pela expressão 

de vários fatores de virulência que tem um papel crucial na colonização, adesão, 

invasão, disseminação e evasão do fungo dos mecanismos de defesa do sistema 

imune do hospedeiro (SARDI et al., 2013). Dentre esses fatores de virulência 

destacam-se a capacidade de aderência às células do hospedeiro e/ ou aos 

dispositivos médicos, formação de biofilme e produção de exoenzimas hidrolíticas 

(TUMBARELLO et al., 2007; PAKSHIR et al., 2013; SARDI et al., 2013; SILVA; NERY; 

DIAS, 2014). 

A capacidade de aderir firmemente em superfícies bióticas (células e matriz 

extracelular do hospedeiro) e abióticas (dispositivos médicos) é uma importante 

característica de Candida spp., sendo a adesão uma etapa crucial para o início e o 

estabelecimento de um processo infeccioso (CANNON; CHAFFIN, 1999).  

A aderência permanente entre o patógeno e o tecido do hospedeiro requer o 

estabelecimento de ligações específicas entre macromoléculas denominadas 

adesinas (estrutura da superfície do microrganismo) e receptores específicos nas 
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células eucarióticas (laminina, fibronectina e fibrina) (VERSTREPEN; KLIS, 2006; 

SILVA-DIAS et al., 2015). 

A maioria das adesinas fúngicas conhecidas são proteínas de paredes 

celulares ligadas ao β-1-6-glucano por remanescentes de glicosilfosfatidilinositol 

(GPI). A ação dessas proteínas em C. albicans é controlada, principalmente, pela 

família de genes ALS [Agglutinin-like sequence (ALS) – Sequência ligada a aglutinina] 

que codificam oito proteínas adesinas (ALS1-7 e ALS9), sendo a ALS3 a proteína que 

mais se destaca por estar associada à fase filamentosa da levedura, e também por 

participar do mecanismo de endocitose e de aquisição de ferro extracelular pela 

levedura (LIU; FILLER, 2011). Em C. glabrata, o principal grupo de adesinas é 

codificado pela família de genes EPA [Epithelial adesin (EPA) - Adesina epitelial] (DE 

GROOT et al., 2008). Essas proteínas estão ausentes em C. albicans e 

Saccharomyces cerevisiae, sugerindo que C. glabrata desenvolveu um mecanismo 

de adesão único para a interação com as células hospedeiras (DESAI; MAVRIANOS; 

CHAUHAN, 2011). A deleção do gene EPA1 reduz a adesão às células epiteliais, 

evidenciando o seu papel na aderência a substratos bióticos (CORMACK; GHORI; 

FALKOW, 1999; HALLIWELL et al., 2012). Enquanto o gene EPA6 está relacionado a 

uma forte interação hidrofóbica com substratos abióticos, e é a principal adesina 

envolvida na formação de biofilme (EL-KIRAT-CHATEL et al., 2015). 

Mecanismos não específicos, como a hidrofobicidade de superfície celular e as 

interações eletrostáticas, também influenciam nas interações de adesão do fungo a 

diferentes substratos (MENDES-GIANNINI et al., 2005). Um estudo sobre adesão, 

formação de biofilme e hidrofobicidade celular em Candida spp. constatou uma alta 

hidrofobicidade celular em C. tropicalis, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata e C. 

albicans, e que a hidrofobicidade celular foi um bom preditor para a formação de 

biofilme (SILVA-DIAS et al., 2015). 

A formação de biofilme constitui um importante fator de virulência para algumas 

Candida spp., pois confere um aumento da resistência à terapia antifúngica por limitar 

a penetração dos agentes antifúngicos através da matriz extracelular, além de uma 

proteção às células fúngicas da resposta imune do hospedeiro e do estresse 

ambiental (SANTOS et al., 2015; DE MELLO et al., 2017). 

O biofilme é definido como uma comunidade microbiana organizada envolta em 

uma complexa matriz extracelular de substâncias poliméricas que as próprias células 

produzem composta basicamente de mono e polissacarídios, (glico) proteínas, (glico) 
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lipídios, minerais e DNA extracelular, podendo estar aderido tanto à superfície biótica 

(tecidos e células hospedeiras) quanto à superfície abiótica (dispositivos médicos) 

(FANNING; MITCHELL, 2012; NOBILE; JOHNSON, 2015; DE MELLO et al., 2017).  

A formação do biofilme é um processo complexo ocorrendo como uma 

sequência de eventos moleculares e fisiológicos envolvendo mudanças físicas, 

químicas e biológicas que pode ser descrita em cinco etapas como representado na 

Figura 2. 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema representativo da formação de biofilme fúngico. (1) adesão das células à superfície 
biótica ou abiótica, (2) divisão celular e proliferação, (3) secreção de substância polimérica extracelular 
que aprisiona as células e facilita a adesão célula-célula e célula-superfície, tendo como consequência 
a formação de microcolônias, (4) maturação da estrutura tridimensional, provendo um suporte estrutural 
para a arquitetura do biofilme e (5) dispersão das células em torno do substrato (setas amarelas). Nesta 
etapa, as células podem se separar da estrutura do biofilme e retornar para a fase planctônica de 
crescimento, permitindo a colonização de novas superfícies em outros locais, completando assim o 
ciclo de vida do biofilme. Adaptado de: De Mello e colaboradores (2017). 
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Durante a formação de biofilme, ocorre um mecanismo de comunicação entre 

microrganismos, dependente da densidade celular, conhecido como quorum sensing 

que é caraterizado pela liberação de moléculas de sinalização que afetam o 

metabolismo microbiano e a expressão gênica de forma sincronizada (HOGAN, 2006; 

ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012). Algumas moléculas desse mecanismo de 

comunicação são importantes na formação de biofilme de Candida spp., como o tirosol 

e farnesol, que aceleram e bloqueiam, respectivamente, a transição morfológica de 

leveduras para hifas (ALEM et al., 2006). Além disso, essas moléculas também são 

capazes de exercer in vitro uma interação sinérgica ou aditiva com antifúngicos de 

diferentes classes contra os biofilmes de Candida spp. (CORDEIRO et al., 2015; 

KATRAGKOU et al., 2015; KOVÁCS et al., 2017). 

Alguns fatores influenciam a formação e a estrutura do biofilme formado por 

Candida spp., tais como o substrato em que é formado (composição química, estrutura 

de superfície, hidrofobicidade e a rugosidade do material), as condições de 

crescimento (temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes), transição de leveduras 

para hifas e a espécie envolvida (SILVA-DIAS et al., 2015; DE MELLO et al., 2017). 

Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata são algumas 

espécies capazes de formar biofilme (ABI-CHACRA et al., 2013; D’ENFERT; 

JANBON, 2016; KAWAI; YAMAGISHI; MIKAMO, 2017; PIERCE et al., 2017). Sabe-

se que a formação, a estrutura e a composição da matriz extracelular do biofilme são 

altamente dependentes da espécie envolvida, e que dentro da mesma espécie 

também pode variar de acordo com a cepa (SILVA et al., 2009, 2012). Um estudo 

conduzido por Silva e colaboradores (2009) revelou que a matriz extracelular de C. 

glabrata apresentou quantidades muito elevadas de proteínas e carbohidratos em 

comparação com C. parapsilosis e C. tropicalis, podendo atingir níveis cinco vezes 

maiores de proteínas (SILVA et al., 2009). 

Outra característica interessante é que C. glabrata não faz a transição 

morfológica de leveduras para hifas, um fenômeno crucial observado durante o 

desenvolvimento do biofilme de C. albicans, uma vez que essa morfogênese é 

necessária para criar uma espessa estrutura tridimensional (BLANKENSHIP; 

MITCHELL, 2006). Apesar disso, C. glabrata é capaz de formar biofilme com uma 

arquitetura típica caraterizada por uma espessa rede de células leveduriformes 

incorporadas em uma matriz extracelular e ausência total de hifas e pseudohifas 

(SENEVIRATNE et al., 2009; RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES, 2014). 
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Os biofilmes assumem grande importância no contexto clínico porque estão 

relacionados à persistência do microrganismo no processo infeccioso. De fato, a taxa 

de mortalidade, o tempo de internação e o custo com a terapia antifúngica tem sido 

maior em pacientes infectados por isolados de Candida spp. formadores de biofilme 

do que aqueles infectados por isolados não formadores de biofilme (CUÉLLAR-CRUZ 

et al., 2012; TUMBARELLO et al., 2012).  

Dentre os atributos de virulência das espécies do gênero Candida, destacam-

se também a capacidade de produzir e secretar enzimas hidrolíticas, como proteases, 

fosfolipases e lipases (SILVA et al., 2012; STANISZEWSKA et al., 2012).  

As peptidases, proteases ou peptideo-hidrolases são enzimas capazes de 

catalisar a hidrólise de ligações peptídicas em proteínas, gerando proteínas íntegras 

e/ou funcionais, cadeias peptídicas menores ou aminoácidos livres, como 

consequência da hidrólise total do substrato proteico (SANTOS, 2011). Dentro desse 

grupo complexo de enzimas, podemos destacar as aspártico proteases secretadas 

(Saps) que desempenham um papel importante na virulência de espécies patogênicas 

do gênero Candida como, por exemplo, C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. 

dubliniensis. As Saps são responsáveis pela adesão, pelo dano tecidual e evasão dos 

mecanismos de defesa do hospedeiro (STANISZEWSKA; MAŁGORZATA; 

ZBIGNIEW, 2016).  

Ainda não foi observada a produção de aspártico proteases pertencentes à 

superfamília Sap em C. glabrata, pois esta espécie é mais filogeneticamente 

relacionada com Saccharomyces cerevisiae do que com outras espécies patogênicas 

de Candida. Saccharomyces cerevisiae possui uma família de cinco aspártico 

proteases ligadas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) denominada yapsina (YPS1-3, 

YPS6 e YPS7). As yapsinas estão envolvidas na manutenção da integridade da 

parede celular e na interação célula-célula (KRYSAN et al., 2005). Candida glabrata 

apresenta uma família de 11 aspártico proteases ligadas ao GPI. Análises genéticas 

evidenciaram que genes YPS de C. glabrata são necessários para sua sobrevivência 

durante a fase estacionária ou quando submetidas a estresse na parede celular, para 

a aderência às células de mamíferos, para a sobrevivência no interior de macrófagos 

e para a virulência em modelo murino de candidíase disseminada (KAUR; MA; 

CORMACK, 2007; BAIRWA et al., 2014). 

As fosfolipases têm como função a degradação dos fosfolipídios que são os 

principais componentes de todas as membranas celulares e, juntamente com as 
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proteases, facilitam a invasão dos tecidos do hospedeiro, durante o processo de 

infecção (RÜCHEL et al., 1992; GHANNOUM, 2000; KANTARCIOGLU; YÜCEL, 

2002). A ausência ou a baixa expressão dessas enzimas pode indicar uma espécie 

de Candida menos virulenta, quando comparada com uma espécie de Candida com 

alta expressão dessas enzimas (BORST; FLUIT, 2003; DAGDEVIREN; 

CERIKCIOGLU; KARAVUS, 2005).  

As lipases extracelulares têm sido consideradas como potentes fatores de 

virulência de C. albicans. Suas possíveis funções incluem a digestão de lipídios para 

obtenção de nutrientes, adesão às células e tecidos do hospedeiro, interações 

sinérgicas com outras enzimas, hidrólise inespecífica, ativação de reações 

inflamatórias por afetar células do sistema imune e autodefesa (STEHR et al., 2004; 

SCHALLER et al., 2005; PARK; DO; JUNG, 2013). As lipases podem ser diferenciadas 

das esterases por catalisarem a hidrólise de ligações éster com triacilgliceróis de 

cadeias longa (mais de 10 carbonos), enquanto as esterases catalisam a hidrólise de 

triacilgliceróis constituídos por ácidos graxos de cadeia curta. A especificidade dessas 

enzimas ao substrato está diretamente correlacionada a hidrofobicidade. Enquanto as 

lipases preferem substratos altamente hidrofóbicos que são insolúveis em água e 

tendem a formar agregados, a atividade enzimática das esterases está restrita à 

hidrólise de ligações éster em substratos solúveis em água (CHAHINIAN; SARDA, 

2009). Candida albicans possui pelo menos 10 genes (LIP1-LIP10) que codificam 

lipase, sendo todos expressos durante a transição de levedura a hifa (SCHALLER et 

al., 2005). Enquanto C. parapsilosis possui quatro genes que codificam a secreção de 

lipase, sendo dois deles (CpLIP1 e CpLIP2) envolvidos na patogênese das infecções 

relacionadas com esta espécie (GÁCSER et al., 2007; NAGY et al., 2011). 

As fitases (mio-inositol hexafosfato fosfohidrolases) são enzimas pertencentes 

ao grupo das fosfatases que hidrolisam ácido fítico a fosfatos de mio-inositol e fosfatos 

inorgânicos. O ácido fítico é capaz de formar complexos insolúveis com importantes 

minerais como cálcio, zinco e magnésio, e também com proteínas, sendo considerado 

um constituinte antinutricional, pois reduz a biodisponibilidade desses nutrientes 

(MAGA, 1982). As fitases podem ser produzidas por vegetais, tecidos animais e 

microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos). A atividade de fitase já 

foi observada em C. guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis (TSANG, 2011), em 

espécies do complexo C. parapsilosis (ABI-CHACRA et al., 2013; ZICCARDI et al., 

2015) e do complexo C. haemulonii (RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017). A 
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produção de fitase pode contribuir para a sobrevivência e proliferação do fungo dentro 

do hospedeiro humano, onde os nutrientes são escassos (TSANG, 2011).  

A produção de hemolisinas tem um importante papel na virulência. Essas 

proteínas são essenciais para a sobrevivência de microrganismos e estão 

relacionadas à aquisição de ferro. Este elemento inorgânico é indispensável para o 

desenvolvimento de microrganismos, incluindo leveduras, e a capacidade de 

obtenção deste elemento é primordial para o estabelecimento de um processo 

infeccioso (MANNS; MOSSER; BUCKLEY, 1994; NEVITT; THIELE, 2011). 

Em geral, a aquisição de ferro por patógenos fúngicos inclui três mecanismos 

como (i) captação de ferro de alta afinidade pela via redutiva, onde ocorre uma reação 

de redução do íon férrico (Fe3+) ao íon ferroso (Fe2+) seguida de re-oxidação e 

transporte do íon Fe3+ para o interior da célula (KOSMAN, 2003); (ii) síntese e 

captação de sideróforos, um mecanismo não redutivo de alta afinidade, que fornece 

ferro para célula através da solubilização de Fe3+ extracelular (HAAS; EISENDLE; 

TURGEON, 2008) e (iii) aquisição de ferro ligado ao grupo heme que se encontra em 

sua maioria ligado à hemoglobina, dentro dos eritrócitos.  

Embora as espécies de Candida e Saccharomyces não produzam seus 

próprios sideróforos, geralmente são capazes de usar sideróforos produzidos por 

outros microrganismos (xenosideróforos) (NEVITT; THIELE, 2011).  

Em microrganismos patogênicos, a função da catalase está relacionada à 

proteção da célula contra o estresse oxidativo que é imposto por fagócitos e 

ocasionado por espécies reativas de oxigênio (EROs) dentre as quais destaca-se o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (NAKAMURA et al., 2012). A catalase desempenha 

uma função antioxidante, sendo capaz de converter o peróxido de hidrogênio (H2O2), 

que é letal para o fungo, em água (H2O) e oxigênio (O2), permitindo assim o escape 

do fungo da resposta imune do hospedeiro (NAKAGAWA et al., 1999; NAKAMURA et 

al., 2012; ROMÁN et al., 2016). As EROs são compostos naturalmente formados em 

todos os organismos aeróbios eucariontes como subprodutos da redução de oxigênio 

molecular e incluem, além do peróxido de hidrogênio (H2O2), o ânion superóxido (.O2-

), radical hidroxila (.OH), oxigênio singleto (1O2), radical hidroperoxila (HOO.) e radical 

peroxila (ROO.) (VALKO et al., 2007). A elevada reatividade dessas espécies químicas 

pode causar danos oxidativos nas membranas celulares e macromoléculas como 

DNA, proteínas, lipídios e carbohidratos que em situações extremas podem conduzir 

à morte celular (BREEN; MURPHY, 1995). Em condições fisiológicas normais, os 
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níveis intracelulares de EROs são mantidos em equilíbrio pela ação de antioxidantes 

como, por exemplo, superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, além dos 

sistemas glutiona e tiorredoxina (VALKO et al., 2007; HERRERO et al., 2008). Dessa 

forma, o estresse oxidativo decorre de um desequilíbrio entre a geração de EROs e a 

capacidade de defesa antioxidante das células, alterando a homeostase celular 

(SOSA et al., 2013; SILVA; JASIULIONIS, 2014). 

Por fim, a função da catalase também está associada ao processo de formação 

de hifas em C. albicans (NAKAGAWA, 2008) e ao mecanismo de resistência a 

anfotericina B (NAKAMURA et al., 2012; ROMÁN et al., 2016; GUIRAO-ABAD et al., 

2017). 

 

 

1.7 Diagnóstico Laboratorial 

 

Métodos de identificação fenotípica de Candida spp. isoladas em cultura são 

baseados nas suas características macro e micromorfológicas, bem como no seu 

perfil de assimilação de fontes de carbono e nitrogênio e de fermentação de açúcares, 

e por meio de testes fisiológicos (ELLEPOLA; MORRISON, 2005). 

Macromorfologicamente, essas leveduras apresentam colônias brancas a 

cremes, aspecto cremoso ou membranoso, superfície lisa ou enrugada, brilhante ou 

opaca. Microscopicamente, apresentam hifas verdadeiras e/ou pseudohifas, sendo 

que o arranjo e a disposição dos blastoconídios auxiliam na identificação das espécies 

(DIGNANI; SOLOMKIM; ANAISSE, 2003).  

Meios cromogênicos como CHROMagar®Candida (BD Difco), Candida® ID2 

(bioMérieux), Hicrome®Candida (HiMedia) entre outros são eficazes na detecção e 

identificação de algumas leveduras do gênero Candida como C. albicans, C. tropicalis 

e C. krusei (ERASO et al., 2006; SIVAKUMAR et al., 2009). Sistemas comerciais de 

fácil execução e interpretação, desenvolvidos através da capacidade assimilativa em 

substratos bioquímicos e enzimáticos, como API®20 C AUX (bioMérieux), ID 32 C 

(bioMérieux), Vitek® 2 System (bioMérieux), entre outros, também podem ser 

utilizados nos laboratórios de microbiologia clínica para a identificação rápida de 

Candida spp. (DURÁN-VALLE et al., 2014; AMEEN et al., 2017). Todavia, métodos 

convencionais tais como uso de meios cromogênicos ou testes bioquímicos não 
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diferenciam fenotipicamente C. glabrata, C. nivariensis e C. bracarensis (ALCOBA-

FLOREZ et al., 2005b; HOU et al., 2017b). 

Métodos moleculares podem ser utilizados como instrumentos de diagnóstico 

laboratorial precoce de candidíases invasivas, com resultados promissores quanto 

aos valores de sensibilidade e especificidade, em relação às culturas, além de possuir 

acurada capacidade de identificação de Candida spp. em amostras clínicas (ATKINS; 

CLARK, 2004; MOREIRA-OLIVEIRA et al., 2005). 

Genes ribossomais fúngicos são alvos comuns de DNA utilizados em 

procedimentos para a identificação desses microrganismos a nível de espécie através 

da reação em cadeia da polimerase (PCR). A grande variabilidade das sequências 

ITS1 e ITS2 (Espaçadores transcritos internos - ITS) associadas com as regiões 

conservadas 18S, 5,8S e 28S do DNA ribossomal (rDNA) têm sido utilizadas na PCR, 

em diferentes formatos, para a discriminação e identificação de leveduras (CHEN et 

al., 2000, 2001), assim como a região D1/D2 da subunidade maior (28S) do rDNA 

(LINTON et al., 2007). 

Em 1990, Buchman e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que a 

detecção de C. albicans em amostras clínicas era possível através da técnica da PCR 

utilizando uma sequência parcial do gene que codifica a enzima lanosterol-α- 

demetilase (L1A1) (BUCHMAN et al., 1990). A partir daí, diferentes PCRs têm sido 

aplicadas para o diagnóstico e identificação de vários fungos patogênicos invasivos, 

inclusive Candida spp., como nested PCR multiplex (TAIRA et al., 2014), PCR 

multiplex (TEIXEIRA et al., 2014), PCR panfungal (BEZDICEK et al., 2016) e PCR em 

tempo real (ZHANG et al., 2016), entre outros. 

Métodos moleculares também são extremantes importantes para distinguir 

espécies filogeneticamente relacionadas, como C. nivariensis e C. bracarensis em 

relação a C. glabrata. A distinção entre essas três espécies já foi possível por métodos 

moleculares como o sequenciamento da região ITS ou da região D1/D2 da 

subunidade maior (28S) do rDNA (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a, 2005b; CORREIA 

et al., 2006; GORTON et al., 2013; AZNAR-MARIN et al., 2016), tipagem do DNA 

usando o primer T3B (CORREIA et al., 2006) e os primers M13 ou GTG5 

(WAHYUNINGSIH et al., 2008) e hibridização in situ usando um peptídeo de ácido 

nucleico fluorescente espécie-específico (PNA FISH) (BISHOP et al., 2008). Além 

disso, também vem sendo utilizadas a PCR multiplex (ROMEO et al., 2009; DUDIUK 

et al., 2017), a PCR singleplex (ENACHE-ANGOULVANT et al., 2011), associação da 
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técnica de PCR com a digestão enzimática de fragmentos de restrição (PCR-RFLP) 

tendo como alvo sequências do espaçador intergênico (IGS) do rDNA (CORNET et 

al., 2011) e associação da técnica de PCR com a cromatografia líquida de alta 

performance desnaturante (PCR-dHPLC) (TELLERIA et al., 2012). A identificação 

molecular empregando a amplificação por PCR e o sequenciamento das regiões 

genômicas que são altamente conservadas, representa uma alternativa rápida e 

sensível para a identificação convencional de leveduras e também é útil para 

estabelecer relações filogenéticas (CHEN et al., 2000, 2001; LINTON et al., 2007).  

A identificação de fungos pela espectrometria de massa através da técnica de 

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation – Time Of Flight Mass Spectrometry 

(MALDI-TOF MS) vem sendo introduzida nos procedimentos laboratoriais de rotina 

para a identificação tanto de fungos filamentosos quanto leveduriformes (PUTIGNANI 

et al., 2011). Esta técnica tem sido usada como uma abordagem fenotípica para a 

identificação de fungos e está baseada principalmente na análise de proteínas 

ribossomais, além de proteínas constituintes da parede celular fúngica (SANTOS et 

al., 2011). A técnica de MALDI-TOF MS é simples, econômica, rápida (entre 10 

segundos e 2 min/ amostra) e de elevada eficácia (PANDA et al., 2015; KEÇELI; 

DÜNDAR; TAMER, 2016). É importante ressaltar que essa técnica pode ser usada 

como um método de diagnóstico de rotina nos laboratórios microbiológicos clínicos no 

processo de identificação e diferenciação de isolados fúngicos, englobando inclusive 

as espécies do complexo C. glabrata (PINTO et al., 2011; GORTON et al., 2013; 

GHOSH et al., 2015; HOU et al., 2017b). 

Leveduras de importância clínica mostram diferenças espécies-específicas em 

relação à susceptibilidade aos fármacos antifúngicos, portanto uma identificação 

rápida e acurada do patógeno é essencial (BORMAN et al., 2010; CRISEO; 

SCORDINO; ROMEO, 2015).  

 

 

1.8 Tratamento  

 

O tratamento da candidíase é realizado de acordo com o sítio da infecção e as 

características conhecidas do paciente, incluindo os fatores de risco (CALANDRA et 

al., 2016; PAPPAS et al., 2016). Há uma variedade de fármacos antifúngicos 

disponíveis para tratamento das infecções por Candida spp., entre eles podemos citar: 
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nistatina e anfotericina B (desoxicolato ou na forma lipossomal) (classe dos 

poliênicos), clotrimazol, cetoconazol, miconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol,  

posaconazol e isavuconazol (classe dos azólicos), caspofungina, anidulafungina e 

micafungina (classe das equinocandinas) e flucitosina (MENSA; PITART; MARCO, 

2008; CORNELY et al., 2009).  

Nos hospitais públicos brasileiros são considerados medicamentos essenciais 

para tratamento das infecções fúngicas invasivas, incluindo as candidíases apenas os 

fámarcos anfotericina B, fluconazol e itraconazol. Os antifúngicos de uso tópico 

disponíveis são nitrato de miconazol e cetoconazol (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).  

O surgimento de novos fármacos antifúngicos tem modificado o tratamento das 

infecções fúngicas sistêmicas, sendo possível utilizar um fármaco mais eficaz e com 

menos efeitos colaterais, levando em consideração o estado clínico do paciente, a 

espécie envolvida e o seu perfil de suscetibilidade às drogas (CUENCA-ESTRELLA, 

2010).  

 

 

1.9 Fármacos Antifúngicos – Mecanismo de Ação e Resistência 

 

O mecanismo de ação dos antifúngicos tem como alvo estruturas celulares que 

são vitais na manutenção do metabolismo do fungo. Desta forma, podemos citar 

algumas classes e seus respectivos alvos como os poliênicos e azólicos que atuam 

nos constituintes de membrana celular, as equinocandinas que interferem na 

biossíntese de parede celular e a 5-fluorocitosina que é um análogo de pirimidina que 

interfere na síntese de ácidos nucléicos (Figura 3) (CASTELLI et al., 2014; 

STOCKMANN et al., 2014). 
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Figura 3. Esquema representativo do mecanismo de ação dos antifúngicos classificados como 
poliênicos, azólicos, equinocandinas e do análogo de pirimidina (5-fluorocitosina). (Adaptado de: 
Castelli e colaboradores (2014). 
 

 

Anfotericina B pertence à classe dos poliênicos e possui atividade fungicida. 

Seu amplo espectro de ação inclui a maior parte das espécies fúngicas patogênicas 

para o homem, e até os anos 90 era a principal ou única alternativa no tratamento das 

micoses profundas. No entanto, a administração deste fármaco pode ser complicada 

devido à sua nefrotoxicidade, podendo ser necessária a redução na dose do fármaco 

administrado ao paciente (WALSH et al., 2002) ou mesmo o término da terapia 

(MOUDGAL et al., 2005). O risco potencial de toxicidade, especialmente em pacientes 

com função renal comprometida, levou ao desenvolvimento de formulações lipídicas 

da anfotericina B com eficácia similar à anfotericina tradicional, porém com 

nefrotoxicidade reduzida (GONZÁLEZ MARTÍNEZ et al., 2014). 

O mecanismo de ação da anfotericina B se baseia na sua ligação de forma 

irreversível ao ergosterol presente na membrana celular fúngica, determinando a 

formação de canais pelos quais a célula perde íons e moléculas que levam à morte 

celular (CUENCA-ESTRELLA, 2010). A maior parte dos mecanismos de resistência à 

anfotericina B está relacionada com um decréscimo na quantidade de ergosterol da 

membrana ou um aumento dos fosfolipídios que reduzem a interação do fármaco com 

os esteróis. Essas alterações estão associadas com mutações nos genes ERG2 ou 

ERG3, que codificam enzimas (ERG) que participam da via de síntese do ergosterol 

(RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009). E mais, o aumento da produção de 
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catalase tem sido sugerido como um dos mecanismos de resistência ao antifúngico 

poliênico anfotericina B, pois impede a formação de radicais livres responsáveis pela 

formação de canais pelos quais as células perdem íons e moléculas o que leva a 

morte celular (KERRIDGE; NICHOLAS, 1986; LINARES et al., 2013; ROMÁN et al., 

2016). 

Flucitosina, também conhecida como 5-fluorocitosina (5-FC), é o único fármaco 

antifúngico pertencente à classe das pirimidinas, sendo o seu efeito fungistático 

(SANGLARD, 2002). Este fármaco é um análogo fluorado da citosina que se converte 

em fluoracil no interior da célula. O fluoracil é convertido em 5-acido fluodeoxiuradílico 

que interfere na síntese de DNA e proteínas do fungo. A resistência intrínseca à 

fluorocitosina aparece com frequência nas leveduras e em quase todos os fungos 

filamentosos. Isto ocorre devido a mutações no gene que codifica a citosina 

desaminase, enzima responsável pela conversão do antifúngico em fluoracil 

(SANGLARD, 2002). A anfotericina B convencional e a fluorocitosina podem ser 

utilizadas no tratamento combinado em infecções do trato urinário e endocardite por 

Candida spp., apesar dessa associação de fármacos ser mais comum no tratamento 

da criptococose em pacientes aidéticos (PAPPAS et al., 2016). 

Fluconazol e itraconazol foram os primeiros fármacos da família dos triazólicos 

que começaram a ser utilizados no tratamento das candidíases invasivas e de outras 

infecções fúngicas. Os triazólicos, assim como os imidazólicos (cetoconazol e 

miconazol), pertecem ao grupo dos azólicos que são compostos heterocíclicos 

nitrogenados com um anel de cinco membros. Essas duas famílias de azólicos se 

distinguem de acordo com o número de átomos de nitrogênio presentes em sua 

composição química, dois no caso dos imidazólicos e três no caso dos triazólicos 

(CUENCA-ESTRELLA, 2010; PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016).  

Os azólicos constituem um dos principais avanços terapêuticos da micologia. 

Fluconazol foi o primeiro antifúngico sistêmico com toxicidade reduzida e com um 

excelente perfil farmacocinético, com formulações oral e intravenosa, que eram muito 

bem toleradas pelos pacientes (GÓMEZ-LÓPEZ et al., 2008; RUIZ-CAMPS; 

CUENCA-ESTRELLA, 2009; CUENCA-ESTRELLA, 2010). O itraconazol tem um 

espectro de ação mais amplo que o fluconazol, sendo ativo frente às leveduras e aos 

fungos filamentosos. Entretanto, a maioria das leveduras resistentes ao fluconazol 

acaba desenvolvendo resistência cruzada ao itraconazol (SABATELLI et al., 2006). 
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Na primeira década do século XXI, dois novos triazólicos de uso sistêmico, 

voriconazol e posaconazol, começaram a ser comercializados, assim como três 

moléculas pertencentes à classe das candinas denominadas equinocandinas. 

Voriconazol foi desenvolvido a partir do fluconazol com a intenção de ampliar seu 

espectro de ação. É ativo frente à maior parte das leveduras e dos fungos 

filamentosos. Fungos da ordem Mucorales apresentam resistência intrínseca ao 

voriconazol (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2009). Posaconazol é um azólico de 

espectro mais amplo, com atividade frente às leveduras, e a vários fungos 

filamentosos, incuindo os Mucorales (CLARK; GRIM; LYNCH, 2015).  

A atividade antifúngica dos azólicos reside na capacidade de inibir o citocromo 

P450 fúngico, através da demetilação da enzima 14-α-demetilase que está envolvida 

na síntese de ergosterol. Com o bloqueio da síntese de ergosterol, há acúmulo de 

produtos tóxicos, alteração de permeabilidade da membrana e inibição do 

desenvolvimento celular fúngico (CUENCA-ESTRELLA, 2014).  

Os triazólicos como fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol 

mostram uma afinidade 100 vezes superior pelas enzimas fúngicas do que pelas 

enzimas humanas, por isso, apresentam menos toxicidade do que os imidazólicos, 

sendo possível administrar doses mais elevadas (CUENCA-ESTRELLA, 2010). No 

entanto, os azólicos têm atividade fungistática frente ao gênero Candida e o fenômeno 

da resistência, em especial ao fluconazol, emerge em algumas espécies como C. 

glabrata e C. krusei (WHALEY et al., 2016).  

O mecanismo de resistência que se detecta com maior frequência em amostras 

clínicas de leveduras é a redução da concentração intracelular de azólicos. Esta 

redução pode ser devido a uma diminuição na captação do fármaco ou, mais 

frequentemente, a um aumento na expulsão do azólico e na atividade das bombas de 

efluxo ou transportadores. É um mecanismo de resistência secundária devido à super-

expressão dos genes que os regulam. Existem dois tipos de transporadores (i) de 

cassete vinculado a ATP (ATP binding cassete - ABC) e (ii) da superfamília de 

transportadores facilitadores principais (Major Facilitators Superfamily - MFS). Os 

transportadores ABC se associam com a expulsão de todos os azólicos e, 

aparentemente, os MFS se relacionam preferencialmente com a resistência ao 

fluconazol (DENNING; HOPE, 2010; CUENCA-ESTRELLA, 2014). 

Em C. albicans e outras espécies de leveduras como C. glabrata já foram 

descritos até dez genes diferentes relacionados com a produção dos transportadores 
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ABC, chamados CDR1-CDR10. A resistência aos azólicos é observada em cepas com 

aumento da expressão dos genes CDR1 e CDR2. As bombas MFS, codificadas pelos 

genes mdr, usam gradientes de prótons como fonte de energia, no lugar de ATP, e 

estão associadas com a resistência secundária ao fluconazol (SANGLARD; ODDS, 

2002; MORSCHHÄUSER, 2010; CUENCA-ESTRELLA, 2014). 

As equinocandinas são uma família de fármacos pertencentes à classe das 

candinas. Seu desenvolvimento começou em 1974, mas a aprovação para uso em 

seres humanos não chegou antes de 2001, data em que o primeiro fármaco desta 

classe, a caspofungina, foi licenciada. Estão disponíveis no mercado, além da 

caspofungina, outras duas equinocandinas com indicações clínicas, a micafungina e 

a anidulafungina (DENNING; HOPE, 2010). 

As equinocandinas são fármacos que agem diferentemente de outros 

antifúngicos já que atuam sobre a β-1,3-glucana-sintetase, enzima necessária para a 

formação de polímeros de β-1,3-glucana, um dos componentes da parede celular 

fúngica. Consequentemente, não afetam as células do hospedeiro, sendo a tolerância 

a estes fármacos maior. A inibição desta enzima reduz a síntese de glucano, causando 

instabilidade osmótica, lise e morte celular (CUENCA-ESTRELLA, 2010). 

As equinocandinas têm efeitos fungicidas nas leveduras e fungistáticos nos 

fungos filamentosos, porém uma resistência secundária a estes antifúngicos vem 

sendo relatada (RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009; CUENCA-ESTRELLA, 

2010, 2014). 

Mutações e substituições de aminoácidos em duas regiões do gene FKS (FKS1 

e FKS2) que codificam a glucano-sintetase geram resistência as três equinocandinas 

e estão associadas a falhas terapêuticas. Há descrições de resistência intrínseca às 

equinocandinas em espécies que tenham β-1,6-glucana em sua parede, como 

Cryptococcus spp., Fusarium spp. e outras espécies, particularmente, pertencentes 

aos filos Basidiomycota e Zygomycota (ARENDRUP; PERLIN, 2014). De fato, estudos 

recentes sugerem um aumento no número de isolados clínicos de C. glabrata que 

demonstraram resistência não só aos azólicos, mas também às equinocandinas 

(MIYAZAKI; KOHNO, 2015; DELLIÈRE et al., 2016). 



 42 

2 JUSTIFICATIVA 

 

Candida glabrata é um patógeno emergente nos hospitais públicos e privados 

brasileiros (COLOMBO et al., 2013; SAVASTANO et al., 2016). Além disso, é a 

primeira ou segunda espécie mais isolada de infecções fúngicas invasivas entre as 

Candida não-albicans, na América do Norte e Europa (MONTAGNA et al., 2014; 

PFALLER et al., 2014). Com base em análises moleculares, duas novas espécies, C. 

nivariensis e C. bracarensis, foram descritas como filogeneticamente relacionadas a 

C. glabrata, formando o complexo C. glabrata (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a, 

2005b; CORREIA et al., 2006). Até o início desse trabalho (2014), C. nivariensis e C. 

bracarensis ainda não tinham sido descritas no Brasil e havia poucos dados do Rio de 

Janeiro sobre C. glabrata nas publicações.  

Embora a frequência de isolamento de C. glabrata em infecções fúngicas esteja 

aumentando nos últimos anos (MORETTI et al., 2013; NUCCI et al., 2013; PFALLER 

et al., 2014), pouco se conhece sobre os fatores de virulência dessa espécie 

envolvidos na colonização, adesão, invasão, disseminação e escape das células de 

defesa do hospedeiro. Os estudos sobre os fatores de virulência em C. albicans são 

muito bem documentados, mas são escassos em C. glabrata. Consequentemente, 

para um melhor entendimento da patogenicidade nas infecções por C. glabrata, faz-

se necessária a descrição de seus possíveis fatores de virulência e a importância 

desses atributos no estabelecimento do processo infeccioso.  

Além disso, o uso terapêutico e profilático de fármacos antifúngicos que são 

administrados por períodos prolongados, sobretudo em pacientes 

imunocomprometidos, pode estar contribuindo para o aumento do fenômeno da 

resistência em C. glabrata (PFALLER et al., 2010; COLOMBO et al., 2013; NUCCI et 

al., 2013). Sendo assim, é necessária uma vigilância contínua para conhecer, 

monitorar e detectar diferenças no perfil de suscetibilidade aos antifúngicos dessa 

espécie que vem emergindo, principalmente, em ambientes hospitalares, e 

possivelmente das duas novas espécies do complexo C. glabrata. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Estudar as características fenotípicas associadas à virulência e ao perfil de 

suscetibilidade aos antifúngicos em isolados clínicos previamente identificados como 

C. glabrata oriundos de diferentes espécimes clínicos provenientes de pacientes com 

quadro de candidíase entre 1998 e 2015 em dois hospitais públicos no município do 

Rio de Janeiro. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Confirmar a identificação dos isolados clínicos de C. glabrata por método 

morfológico e bioquímico; 

 Caracterizar molecularmente os isolados clínicos de C. glabrata, determinando 

a frequência e a distribuição de espécies do complexo glabrata em diferentes 

amostras clínicas; 

 Verificar a produção de aspártico protease, caseinase, fosfolipase, esterase, 

fitase, hemolisina e catalase associada à virulência desses isolados clínicos; 

 Avaliar a formação de biofilme por esses isolados em dois diferentes meios; 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) de oito fármacos 

antifúngicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, 

caspofungina, micafungina e 5-fluorocitosina frente aos isolados clínicos 

estudados; 

 Comparar a suscetibilidade aos fármacos antifúngicos nas células em 

suspensão e nos biofilmes; 

 Correlacionar a produção de enzimas hidrolíticas tanto com o perfil de 

suscetibilidade aos antifúngicos quanto com a formação de biofilme. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

4.1 Cepas de Referência 

 

Candida albicans ATCC 18804, C. tropicalis ATCC 13803, C. krusei ATCC 6258 

e C. glabrata ATCC 2001 foram utilizadas como controle de qualidade no 

CHROMagar® Candida. Para a identificação molecular, a cepa tipo C. glabrata ATCC 

2001, e as cepas de referência de C. nivariensis WM 09.150 e C. bracarensis WM 

14.01 foram utilizadas como controles. A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 também 

foi usada como referência nos testes fenotípicos relacionados aos fatores de 

virulência. Para o teste de suscetibilidade aos antifúngicos, C. krusei ATCC 6258 e C. 

parapsilosis ATCC 22019 foram usadas como cepas de controle de qualidade, de 

acordo com o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008a). 

 

 

4.2 Isolados Clínicos 

 

Foram incluídos neste estudo 92 isolados clínicos previamente identificados 

como C. glabrata oriundos de diferentes espécimes clínicos e provenientes de 

pacientes imunocomprometidos com quadro de candidíase entre 1998 e 2015. Os 

isolados foram identificados como C. glabrata pelo sistema API 20 C AUX (bioMérieux) 

e estavam armazenados no Laboratório de Micologia do Instituto Nacional de Câncer 

(INCA) e no laboratório de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro 

Chagas (INI) da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), ambos localizados no município 

do Rio de Janeiro, Brasil. 

Ao todo foram analisados 83 isolados do INCA e 09 isolados do INI. Esses 

isolados foram separados de acordo com o sítio de isolamento da amostra (Quadro 

1). 
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4.3 Confirmação Fenotípica 

 

4.3.1 Reisolamento e avaliação quanto à viabilidade e pureza 

 

Os isolados de C. glabrata estocados em água destilada estéril foram 

semeados por esgotamento em estrias em placas de Petri (90 mm) contendo o meio 

de ágar Sabouraud dextrose (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) e as 

placas foram incubadas a 35ºC por 72 horas para avaliar a viabilidade. A seguir, os 

isolados foram semeados no meio CHROMagar® Candida (Difco, Becton-Dickinson 

and Company, USA) e mantidas sob as mesmas condições de temperatura e 

tempo.para avaliar a pureza. A interpretação dos resultados foi baseada no exame 

macroscópico das colônias e, no caso do CHROMagar® Candida, de acordo com as 

orientações do fabricante: verde, C. albicans; azul metálico, C. tropicalis; rosa, rugosa, 

C. krusei; e branca a roxo, demais espécies.  

 

 

4.3.2 Identificação bioquímica pelo Vitek® 2 

 

 Após crescimento em ágar Sabouraud dextrose em tubos de ensaio mantidos 

à temperatura de 35°C por 24 horas, com auxílio de uma alça de semeadura de 10 µL 

foi preparada uma suspensão homogênea da levedura em 3 mL de salina estéril a 

0,45% (bioMérieux SA, Marcy-l’Etoile, France) em tubos de ensaio de poliestireno 

transparente (10 × 75 mm). A densidade óptica dessa suspensão foi verificada por um 

densitômetro (DensiCheckTM, bioMérieux) e ajustada para o padrão n° 2 da escala de 

McFarland. O tubo da suspensão e o cartão de identificação de leveduras YST Card 

(bioMérieux SA, Marcy-l’Etoile, France) foram colocados em estante própria e 

inseridos no sistema Vitek® 2 onde ocorreu a distribuição da suspensão de levedura 

entre os poços do cartão e em seguida as etapas de selagem, incubação a 35,5°C por 

um período de aproximadamente 18 horas e leitura do cartão (HATA et al., 2007). A 

similaridade entre os perfis bioquímicos foi analisada pelo programa DendroUPGMA 

disponível na internet (http://genomes.urv.cat/UPGMA) (GARCIA-VALLVÉ; PALAU; 

ROMEU, 1999). 

  

 

http://genomes.urv.cat/UPGMA
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4.4 Preservação dos Isolados Clínicos 

 

Após confirmação fenotípica, os isolados clínicos de C. glabrata foram 

semeados em tubos de ensaio (20 × 200 mm) contendo ágar batata dextrose (Difco, 

Becton-Dickinson and Company, USA) e incubados a 35ºC por 48 horas para 

obtenção de massa celular. Em seguida, foram adicionados 3 mL de Glicerol (Fluka 

Analytical, Sigma–Aldrich, St Louis, USA) a 15% e homogeinizado por pipetagem. 

Alíquotas de 1 mL da suspensão de leveduras foram distribuídas em criotubos de 2,0 

mL e mantidas a temperatura de -80°C para posterior uso no teste de identificação 

molecular, de produção de enzimas hidrolíticas, formação de biofilme e no teste de 

suscetibilidade aos antifúngicos. 

 

 

4.5 Identificação Molecular 

 

4.5.1 Extração do DNA genômico  

 

Antes da extração do ácido nucleico, os isolados foram descongelados e 

semeados em placas de Petri (90 mm) contendo o meio ágar Sabouraud dextrose. 

Após crescimento e partindo de uma colônia isolada, foi realizado um repique neste 

mesmo meio de cultura e o cultivo foi mantido a 35°C por 24 horas para obtenção de 

massa celular. O DNA genômico da levedura foi extraído usando o kit Gentra® 

Puregene® Yeast and G+ Bacteria (Qiagen®, Maryland, USA) de acordo com as 

instruções do fabricante. Resumidamente, as leveduras foram lisadas com um 

detergente aniônico e as proteínas removidas por precipitação salina. O DNA presente 

no sobrenadante foi precipitado com etanol a 70% (Merck, Darmstadt, Germany) 

ressuspenso em tampão TE (0,01 M Tris, 0,001M EDTA pH 8), tratado com RNAse e 

quantificado por espectrofotometria (NanoVue PlusTM GE Healthcare). A integridade 

do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão 1 X TBE 

(0,1 M de Tris-HCl pH 8,4; 0,09 M de ácido bórico; 0,001 M de EDTA) por 

aproximadamente 1 hora sob uma tensão de 90 V. A seguir, o gel foi submerso numa 

solução de brometo de etídio (InvitrogenTM, Carlsbad, CA USA) a uma concentração 



 48 

final de 0,5 µg/mL por 30 minutos e as bandas visualizadas sob luz ultravioleta (UV) 

de um transiluminador (HOEFER®, MacroVue UV-20). 

 

 

4.5.2 Amplificação e sequenciamento da região ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal 

(rDNA) 

 

A reação de amplificação da região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foi realizada em 

um volume final de 50 µL contendo 100 ng do DNA, 1 X tampão da PCR (10 mM de 

Tris-HCl pH 8,4; 50 mM de KCl; 1,5 mM de MgCl2; InvitrogenTM Brasil); 0,2 mM de cada 

dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP; InvitrogenTM Carlsbad, CA, EUA); 2,5 U de Taq 

DNA polimerase recombinante (InvitrogenTM Brasil) e 10 pmol de cada primer 

(InvitrogenTM Brasil) ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a). A PCR foi 

realizada em um termociclador Bio Rad (modelo C 1000) com uma desnaturação 

inicial do DNA por 5 minutos a 95°C; 30 ciclos com 1 minuto de desnaturação a 95°C, 

1 minuto de pareamento a 55°C e extensão de 1 minuto a 72°C; seguido de uma 

extensão final de 5 minutos a 72°C. O produto amplificado foi purificado com o 

QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN®) de acordo com instruções do fabricante e 

foi enviado à Plataforma de Sequenciamento Genômico PDTIS/ Fiocruz, utilizando o 

sequenciador ABI-3730 (Applied Biosystems). As sequências foram editadas usando 

o programa Sequencher versão 4.9 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA), 

alinhadas e analisadas com o programa MEGA versão 6.06 (TAMURA et al., 2013). 

Por fim, as sequências foram comparadas com as depositadas no banco de dados do 

NCBI/GenBank. A avaliação de diferentes haplótipos e o índice de diversidade nas 

sequências analisadas foi realizada utilizando o software DnaSP versão 5.0 

(LIBRADO; ROZAS, 2009). 

 

 

4.6 Produção de Enzimas Hidrolíticas 

  

Com exceção da atividade da catalase, para determinar a produção de enzimas 

hidrolíticas foram realizados testes em placas de Petri (150 mm) contendo meios 

específicos (vide descrição abaixo). Alíquotas de 10 µL de células da levedura (1 × 
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107 células/mL) crescidas em caldo Sabouraud dextrose sob agitação de 150 rpm a 

37ºC por 24 horas (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) foram inoculadas 

pontualmente na superfície de cada meio e as placas foram incubadas a 37°C por 7 

dias. O diâmetro da colônia (a) e o diâmetro da colônia mais a zona de precipitação 

(b) foram mensurados com uma régua. As atividades enzimáticas foram expressas 

como valor de Pz (Pz=a/b) como descrito por Price e colaboradores (1982), sendo 

classificado em quatro categorias: Pz = 1, nenhuma atividade enzimática; Pz entre 

0,700 e 0,999, fraco produtor enzimático; Pz entre 0,400 e 0,699, bom produtor e Pz 

entre 0,100 e 0,399, excelente produtor enzimático (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 

1982) (Quadro 2). 

 

 

 

 

4.6.1 Atividade da aspártico protease 

 

Como descrito por Rüchel e colaboradores (1982), a produção de aspártico 

protease foi determinada usando o meio de ágar albumina [contendo 1,17% de meio 

base de carbono para leveduras [meio Yeast Carbono Base (YCB)] (Difco, Becton-

Dickinson and Company, USA) suplementado com 0,2% de albumina sérica bovina 

(BSA) (Sigma–Aldrich, St Louis, USA), pH 4,0] (RÜCHEL; TEGELER; TROST, 1982). 

Isolados com atividade enzimática de aspártico protease apresentam uma zona clara 

ao redor da colônia, correspondendo à hidrólise de BSA no meio  
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4.6.2 Atividade da caseinase 

 

A atividade da caseinase foi investigada usando o meio ágar caseína [composto 

de 2% glicose, 1,6% peptona, 5% de extrato de levedura e 0,4% de caseína (Difco, 

Becton-Dickinson and Company, USA)] como previamente descrito por Ziccardi e 

colaboradores (2015) (ZICCARDI et al., 2015). Isolados com atividade enzimática da 

caseinase apresentam uma zona clara ao redor da colônia, correspondendo à 

hidrólise de caseína no meio. 

 

4.6.3 Atividade de enzimas lipolíticas 

 

A produção de duas enzimas lipolíticas, fosfolipase e esterase, também foram 

avaliadas. De acordo com Price e colaboradores (1982), a atividade de fosfolipase foi 

determinada usando o meio ágar gema de ovo [composto de 2% de glicose (Sigma–

Aldrich, St Louis, USA); 1% de peptona; 0,5% de extrato de levedura (Difco, Becton-

Dickinson and Company, USA); 4% de NaCl; 0,074% de CaCl2 (Sigma–Aldrich, St 

Louis, USA); 1,5% de ágar (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA)]; a seguir, 

2% de emulsão da gema do ovo foi adicionado ao meio, pH 7,0) (PRICE; WILKINSON; 

GENTRY, 1982). De acordo com Aktas e colaboradores (2002), a produção de 

esterase foi avaliada usando o meio ágar Tween [1% de peptona; 0,5% de extrato de 

levedura; 0,01% de CaCl2; 1,5% de ágar; sendo autoclavado e resfriado a 50°C e, 

então, adicionado 0,1% de Tween 80 (Sigma–Aldrich, St Louis, USA), pH 7,0] 

(AKTAS; YIGIT; AYYILDIZ, 2002). Se presentes, as enzimas fosfolipase e esterase 

produzidas durante o período de incubação são capazes de promover a clivagem das 

ligações éster e, então, os ácidos graxos liberados poderão se ligar aos íons cálcio 

incorporados ao meio, para formar um complexo de cálcio insolúvel, resultando em 

um halo claro ao redor da colônia.  

 

4.6.4 Atividade da fitase 

  

Como previamente descrito por Tsang (2011), a atividade da fitase (hexafosfato 

de mio-inositol fosfo-hidrolase) foi determinada usando o meio contendo ágar fitato de 

cálcio [composto de 1% de glicose; 0,05% de (NH4)2 SO4; 0,02% de KCl; 0,01% de 

MgSO4.7 H2O; 0,0005% MnSO4; 0,0005% de FeSO4 (Sigma–Aldrich, St Louis, USA); 
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0,2% de fitato de cálcio; 0,05% de extrato de levedura; 1,5% de ágar, pH 7,0] (TSANG, 

2011). A atividade da fitase foi diretamente observada ao redor da colônia capaz de 

solubilizar o fosfato presente no meio. 

 

4.6.5 Atividade hemolítica 

 

 A atividade hemolítica foi verificada usando o meio comercial ágar sangue de 

carneiro a 5% em placa de Petri de 90 mm (Plast Labor, Brasil). A presença de um 

halo ao redor da colônia indica atividade hemolítica positiva.  

 

4.6.6 Atividade da catalase 

 

A produção de catalase foi determinada através do teste semiquantitativo 

descrito por (METCHOCK; NOLTE; WALLACE JR., 1999) com adaptações para 

aplicação em leveduras. Resumidamente, tubos de ensaio com tampas de rosca 

contendo o meio ágar Sabouraud dextrose foram inoculados com 200 µL de uma 

suspensão de células de C. glabrata equivalente ao padrão 0,5 da escala de 

McFarland e incubados a 37ºC por 48 horas. A seguir, 1 mL de uma mistura 1:1 de 

10% de Tween 80 e 10% de peróxido de hidrogênio foi adicionado em cada tubo. A 

coluna de bolhas formada foi mensurada em milímetros depois de 5 minutos a 

temperatura ambiente. Um meio não inoculado foi usado como controle negativo. Uma 

coluna de bolhas < 15mm corresponde a baixo produtor de catalase, enquanto que 

uma coluna de bolhas ≥ 15mm corresponde a alto produtor de catalase (METCHOCK; 

NOLTE; WALLACE JR., 1999). 

 

 

4.7 Formação de Biofilme 

 

4.7.1 Produção de biomassa 

 

Células fúngicas de C. glabrata foram cultivadas em caldo contendo 1% de 

extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de dextrose [meioYeast Extract Peptone 

Dextrose (YEPD)] (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) e mantidas sob 

agitação de 150 rpm a 37ºC por 24 horas. A cultura de células obtida foi centrifugada 
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a 3.000 rpm por 5 minutos e lavada duas vezes com salina tamponada com fosfato 

[Phosphate-Buffered Saline (PBS)] estéril. A suspensão de células fúngicas foi 

ajustada para a concentração final de 1 × 106 células/mL no meio RPMI 1640. A seguir, 

100 µL dessa suspensão foram transferidos para placas de microtitulação de 

poliestireno de 96 poços de fundo plano e incubadas a 37°C por 48 horas para 

formação do biofilme. Subsequentemente, os poços foram lavados três vezes com 

PBS (200 µL/poço) para remover as células não aderentes. Todo esse procedimento 

foi realizado utilizando também o meio base de nitrogênio para leveduras [Yeast 

Nitrogen Base (YNB)] (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) suplementado 

com 0,2% de glicose para formação do biofilme. A biomassa resultante da formação 

de biofilme no meio RPMI e no meio YNB foi avaliada usando o método de cristal 

violeta (CV) (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). Resumidamente, uma alíquota de 

100 µL de metanol 99% (Merck, Darmstadt, Germany) foi adicionada em cada poço 

por 15 minutos para fixar o biofilme e, então, o sobrenadante foi retirado e as placas 

deixadas ao ar livre para secar. Após secagem, 200 µL de uma solução de cristal 

violeta 0,4% foram adicionados em cada poço e as placas foram incubadas a 

temperatura ambiente por 20 minutos. O excesso de corante foi removido e os poços 

foram lavados com 200 µL de água estéril. Finalmente, 150 µL de ácido acético 33% 

(Merck, Darmstadt, Germany) foram adicionados. A absorbância foi medida a 590 nm 

usando um leitor de microplacas (Epoch, Biotek). A classificação quanto à produção 

de biomassa foi realizada da seguinte maneira: valores de absorbância menores que 

0,44 correspondem à baixa produção de biomassa, valores de 0,44 a 1,17 

correspondem à moderada produção de biomassa e valores maiores que 1,17 

correspondem à alta produção de biomassa (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014) 

(Quadro 3). 
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4.7.2 Viabilidade celular 

 

Em paralelo ao teste de produção de biomassa, as células viáveis no biofilme 

foram avaliadas através de ensaio colorimétrico que investiga a redução do metabolito 

2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5[(fenil-amino) carbonil]-2H-tetrazólio hidroxido 

(XTT) a um produto castanho solúvel em água, a formazana. Neste sentido, 200 µL 

de uma solução XTT/ menadiona (Sigma–Aldrich, St Louis, USA) [contendo 40 µL de 

uma solução estoque de XTT 1mg/mL em PBS e 2 µL de uma solução estoque de 

Menadiona 0,4mM em acetona] foram adicionados em cada poço e as placas foram 

incubadas no escuro a 37°C por 3 horas. A seguir, 100 µL do sobrenadante de cada 

poço foram transferidos para uma nova placa de microtitulação e as mudanças 

colorimétricas foram mensuradas a 490 nm usando um leitor de microplacas (Epoch, 

Biotek) (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). Para o XTT, valores de absorbância 

menores que 0,097 correspondem à baixa atividade metabólica; valores de 0,097 a 

0,2 correspondem à moderada atividade metabólica e valores maiores que 0,2 

correspondem à alta atividade metabólica (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014) 

(Quadro 3). 

 

 

4.8 Teste de Suscetibilidade aos Antifúngicos (Células em Suspensão) 

 

Todos os isolados incluídos neste estudo foram submetidos ao teste de 

microdiluição em caldo de acordo com o documento de referência preconizado pelo 

Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) M27-A3 (CLSI, 2008a) com algumas 

modificações. Foram utilizadas placas estéreis de microtitulação de poliestireno de 96 

poços de fundo plano (Jet Biofil, Guangdong, China) e a leitura dos resultados foi 

realizada num leitor de microplacas (Epoch, Biotek) a 530 nm de comprimento de 

onda.  

Os fármacos testados foram anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol, 

posaconazol, caspofungina, micafungina e 5-fluorocitosina (Sigma–Aldrich, St Louis, 

USA).  
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Para os antifúngicos insolúveis em água (anfotericina B, itraconazol, 

voriconazol e posaconazol), o reagente dimetilsulfóxido (DMSO) foi utilizado como 

diluente no preparo da primeira série de diluições e o meio RPMI 1640 (com L-

glutamina e sem bicarbonato de sódio) (Sigma–Aldrich, St Louis, USA), tamponado 

com 0,165 M de MOPS (3-N- morpholinopropane-sulphonic acid) (Vetec Química Fina 

Ltda, Rio de Janeiro, Brasil), pH 7,0 na segunda série de diluições. Para os 

antifúngicos solúveis em água (fluconazol, 5-fluorocitosina, caspofungina e 

micafungina), o diluente empregado em todas as diluições foi o meio RPMI-1640. 

A partir de soluções estoques dos antifúngicos [1.600 µg/mL (para anfotericina 

B, itraconazol, voriconazol e posaconazol), 800 µg/mL (para caspofungina e 

micafungina) e 5.280 µg/mL (para fluconazol e 5-fluorocitosina)], cada antifúngico foi 

preparado em 10 diferentes concentrações seriadas. Para anfotericina B, itraconazol, 

voriconazol e posaconazol, a faixa de concentração foi de 0,0313 a 16 µg/mL; para 

fluconazol e 5-fluorocitosina foi de 0,25 a 128 µg/mL; e para caspofungina e 

micafungina foi de 0,015 a 8 µg/mL conforme foi descrito nas Figuras 4 e 5. 

  



 55 

 

Figura 4. Esquema de diluição dos fármacos antifúngicos anfotericina B, itraconazol, voriconazol e 
posaconazol pelo método da microdiluição em caldo pelo CLSI (protocolo M27-A3). Para caspofungina 
e micafungina, a concentração da solução estoque (representada pelo tubo 1) é de 800 µg/mL. 
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Figura 5. Esquema de diluição dos fármacos antifúngicos fluconazol e 5-fluorocitosina pelo método da 
microdiluição em caldo pelo CLSI (protocolo M27-A3). 
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Os poços entre as colunas 02 e 11 das placas de microtitulação de 96 poços 

(com 8 linhas identificadas de A-H e 12 colunas numeradas de 1 a 12) foram 

preenchidos com alíquotas de 100 µL das 10 diluições seriadas do antifúngico. Os 

poços da coluna 01 foram preenchidos com 200 µL de RPMI-1640 para controle de 

esterilidade e os poços da coluna 12 foram preenchidos com 100 µL de RPMI-1640 

ou 100 µL de RPMI-1640 com DMSO 0,2% para controle de crescimento.  

Para obtenção do inóculo dos isolados clínicos do complexo C. glabrata, um 

repique de 24 horas no meio ágar Sabouraud dextrose foi realizado. A seguir, uma 

suspensão de leveduras foi preparada em 3 mL de salina a 0,85% e a densidade 

óptica ajustada através de um densitômetro para o padrão n° 0,5 da escala de 

McFarland que corresponde a aproximadamente 1-5 × 106 UFC/mL. Para produzir 

uma concentração celular entre 1-5 × 103 UFC/mL, essa suspensão foi ainda diluída 

a 1:1.000 em RPMI-1640.  

Em seguida, alíquotas de 100 µL do inóculo foram adicionadas nos poços das 

placas entre as colunas 02 e 12 reduzindo à metade as diferentes concentrações de 

antifúngico e do inóculo (0,5-2,5 × 103 UFC/mL). Em cada placa foram distribuídos 

seis inóculos de leveduras e as duas cepas de referência: C. krusei ATCC 6258 e C 

parapsilosis ATCC 22019. As placas foram fechadas e incubadas a 35°C por até 48 

horas, e no caso da anfotericina B protegida da luz. Os testes foram realizados em 

duplicata e, em caso de discrepâncias, foram repetidos mais uma vez. 

A leitura dos resultados foi realizada num leitor de microplacas (Epoch, Biotek) 

a 530 nm de comprimento de onda após 24 horas de incubação. Caso o crescimento 

da levedura no poço controle tenha sido insuficiente (absorbância < 0,200), uma nova 

leitura deve ser realizada após 48 horas de incubação (Protocolo M27-S4, CLSI 

2012b). Para a anfotericina B, os valores das CIMs foram definidos como a menor 

concentração do antifúngico capaz de inibir 100% do crescimento e para os demais 

fármacos os valores das CIMs foram definidos como a menor concentração do 

antifúngico capaz de inibir 50% do crescimento quando comparado ao poço controle 

(livre do fármaco). Os resultados foram interpretados de acordo com os pontos de 

corte estabelecidos pelo CLSI (CLSI, 2008b, 2012) (ANEXOS A, B, C e D) e também 

usando os valores de pontes de corte epidemiológicos (ECV) (PFALLER; DIEKEMA, 

2012; ESPINEL-INGROFF et al., 2014). 
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4.9 Teste de Suscetibilidade aos Antifúngicos (Células no biofilme) 

 

Dentre os fármacos antifúngicos testados, quatro foram incluídos nesse teste, 

sendo um poliênico (anfotericina B), um azólico (itraconazol), uma equinocandina 

(micafungina) e um análogo de pirimidina (5-fluorocitosina). O critério para a escolha 

desses fármacos baseou-se no fato de que todos esses antifúngicos possuem pontos 

de corte clínicos estabelecidos pelo CLSI, além da existência de isolados clínicos de 

C. glabrata do estudo suscetíveis aos fármacos. 

Para a anfotericina B e o itraconazol, a faixa de concentração foi de 0,5 a 16 

µg/mL; para a micafungina foi de 0,06 a 2 µg/mL e para a 5-fluorocitosina foi de 4 a 

128 µg/mL. 

A formação de biofilme foi realizada em meio RPMI 1640 conforme descrito no 

item 4.7.1. Depois da formação de biofilme, o meio de suspensão foi removido e o 

biofilme foi lavado três vezes com PBS estéril (200 µL/ poço). A seguir, 100 µL dos 

antifúngicos foram adicionados nas microplacas contendo o biofilme de Candida e 

incubados a 35°C por 24h. Após a incubação, a atividade metabólica das células no 

biofilme foi mensurada pelo ensaio colorimétrico de redução do XTT (item 4.7.2). Para 

a anfotericina B, o valor de CIMB foi definido na menor concentração do fármaco 

capaz de inibir 100% do crescimento da levedura. Para o itraconazol, a micafungina e 

a 5-fluorocitosina os valores das CIMBs foram definidos como a menor concentração 

do antifúngico capaz de inibir 50% do crescimento quando comparado ao poço 

controle (livre do fármaco) (PIERCE et al., 2008). Os testes foram realizados em 

duplicata e, em caso de discrepâncias, foram repetidos mais uma vez. 

 

 

4.10 Análise de Resultados 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad 

Prism 5. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. A 

comparação de medianas entre dois diferentes grupos foi realizada utilizando o teste 

Mann-Whitney e entre três ou mais grupos foi realizada através do teste de Kruskal-

Wallis. A comparação de medianas entre dois grupos pareados foi realizada através 

do teste dos postos sinalizados de Wilconxon. O coeficiente de correlação de postos 
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de Spearman (rs) foi utilizado para avaliar com que intensidade a relação entre duas 

variáveis distintas pode ser descrita pelo uso de uma função monótona. 

Para avaliar a intensidade da concordância entre dois métodos de classificação 

foi utilizada a análise Kappa. Os valores de Kappa foram interpretados conforme 

descrito na literatura (LANDIS; KOCH, 1977), onde Kappa < 0 indica nenhuma 

concordância; entre 0,01 e 0,19 indica uma concordância muito baixa; entre 0,20 e 

0,39, concordância baixa; entre 0,40 e 0,59, concordância moderada; entre 0,60 e 

0,79, concordância substancial, entre 0,80 e 0,99, concordância quase perfeita e 

Kappa = 1 indica concordância plena.  

Em relação ao teste de suscetibilidade aos antifúngicos, análises estatísticas 

descritivas de frequência acumulada foram realizadas para determinar: (1) o intervalo 

de CIM representando o limite superior e inferior das CIMs de cada antifúngico; (2) a 

CIM50 que equivale à concentração inibitória mínima do fármaco capaz de inibir o 

crescimento de 50% dos isolados testados; (3) a CIM90 definida como a concentração 

inibitória mínima do fármaco capaz de inibir o crescimento de 90% dos isolados 

testados e (4) a média geométrica das CIMs.
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Confirmação Fenotípica 

 

Inicialmente, os 92 isolados clínicos previamente identificados como C. glabrata 

foram reisolados e avaliados quanto a sua viabilidade e pureza, e a seguir, 

reidentificados por método bioquímico. 

 

 

5.1.1 Características macromorfológicas das leveduras 

 

Todos os 92 isolados clínicos foram capazes de crescer em meio ágar 

Sabouraud dextrose e as características morfológicas das colônias foram observadas. 

Em relação à pigmentação, houve variação do levemente branco ao creme com 

reverso branco; as bordas foram delineadas; textura cremosa e homogênea de 

aspecto úmido ou seco; relevo glabro e, quanto ao brilho, foi verificado ora um aspecto 

lustroso ora opaco. Para fins ilustrativos, o nosso número amostral foi representado 

pela cepa tipo C.glabrata ATCC 2001 e por um isolado clínico de sítio respiratório (DM 

28) (Figura 6). Todos os demais isolados apresentaram macromorfologia semelhante 

em àgar Sabouraud dextrose. 

 

 

Figura 6. Macromorfologia de Candida em meio ágar Sabouraud dextrose após incubação a 35ºC por 

72 horas. (a) C. glabrata ATCC 2001 e (b) um isolado do sítio respiratório (DM 28). 
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Em meio CHROMagar® Candida, 91 isolados apresentaram colônias de 

pigmentação cobre representado pelo isolado clínico de sítio circulatório (DM 45) e 

um isolado apresentou pigmentação branca (DM 28). Não foram observadas colônias 

de cor verde, azul e/ ou rosa com bordas rugosas, correspondentes à identificação 

presuntiva de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, respectivamente, no meio 

cromogênico, descartando então a presença dessas colônias mistas nos isolados 

clínicos estudados (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Macromorfologia de espécies de Candida no meio cromogênico CHROMagar Candida após 
incubação a 35º por 72 horas (a) no sentido horário a partir de 12 horas: C. albicans ATCC 18804, C. 
tropicalis ATCC 13803, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 2001; (b) no sentido horário a partir 
de 12 horas: C. glabrata ATCC 2001, C. nivariensis WM 09.150 e C. bracarensis WM 14.01; (c) isolado 
clínico do sítio circulatório (DM 45) e (d) isolado clínico do sítio respiratório (DM 28). Posteriormente, 
os isolados DM 45 e DM 28 foram identificados molecularmente como C. glabrata e C. nivariensis, 

respectivamente. 
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5.1.2 Identificação bioquímica pelo Vitek® 2 

 

Todos os 92 isolados foram analisados pelo sistema automatizado Vitek® 2 

utilizando o cartão YST Card e a média do percentual de probabilidade foi de 98% em 

relação à identificação da levedura como Candida glabrata. Todos os isolados 

assimilaram glicose e trealose (Tabela 1).  

 

 

 

No entanto, analisando todos os resultados dos testes contidos no cartão YST 

Card (64 ao todo) do Vitek® 2 foi possível gerar um dendrograma onde foram 

observados 26 perfis bioquímicos diferentes entre os 92 isolados em estudo em 

relação à cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 (Figura 8).  
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Figura 8. Dendrograma baseado na análise dos perfis bioquímicos obtidos pelo Vitek® 2 de 92 isolados 
clínicos previamente identificados como C. glabrata e da cepa tipo C. glabrata ATCC 2001. Candida 
albicans ATCC 18804 foi utilizada como grupo externo. A similaridade entre os perfis bioquímicos foi 
analisada pelo programa DendroUPGMA sendo utilizados o coeficiente de Jaccard e 100 réplicas de 
bootstrap na contrução do dendrograma. 
 

O perfil bioquímico com o maior número de isolados clínicos foi o perfil 08 

(N=33), seguido pelo perfil 01 (N=13) e pelo perfil 13 (N=11), sendo que esses 

isolados estavam distribuídos em cinco diferentes sítios de isolamento (Tabela 2).  
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As variações ocorreram em 12 testes contidos no cartão YST Card do Vitek 2: 

teste de arginina (ARG), detecção de urease (URE) e nos testes de assimilação de 

glicerol (GLYLa), xilitol (XLTa), D-turanose (dTRUa), D-galacturonato (dGATa), L-

glutamato (l-GLTa), DL-lactato (LATa), glucuronato (GRTa), L-prolina (l-PROa), 2-

ceto-D-gluconato (2KGa) e D-gluconato (dGNTa) (Tabela 3). 
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De acordo com o perfil bioquímico obtido pelo Vitek® 2, para os testes de 

arginina (ARG) e para assimilação de glucuronato (GRTa), apenas um isolado do trato 

urogenital foi positivo. Enquanto que para o teste de assimilação de glicerol (GLYLa), 

19 isolados foram positivos. Já para o teste de assimilação de xilitol (XLTa), a 

positividade foi observada em seis isolados. Todos de diferentes sítios de isolamento.  

Por outro lado, para o teste de detecção de urease (URE), um isolado clínico 

do trato respiratório e outro do circulatório foram positivos para produção de urease. 

Esse teste foi repetido utilizando o caldo de uréia de Christensen (CHRISTENSEN, 

1946) e o resultado foi negativo para ambos os isolados.  

Um único isolado do trato urogenital foi positivo para o teste de assimilação de 

D-turanose (dTRUa). Para o teste de assimilação de D-galacturonato (dGTAa), 12 

isolados foram positivos. No entanto, a maior positividade foi observada em 74 

isolados no teste de assimilação de L-glutamato (l-GLTa) e a maior negatividade foi 

observada em 64 isolados no teste de assimilação de DL-lactato (LATa).  
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Para o teste de assimilação da prolina (l-PROa), um único isolado do trato 

gastrointestinal foi negativo. Por outro lado, para o teste de assimilação de 2-ceto-D-

gluconato (2-KGa), um isolado de sítio de inserção e outro de sítio cirúrgico foram 

positivos. Por fim, quatro isolados foram negativos para o teste de assimilação de D-

gluconato (dGNTa), sendo um isolado do trato gastrointestinal, dois isolados do trato 

urogenital e um do trato circulatório.  

 

 

5.2 Identificação Molecular 

 

A identificação molecular foi realizada pela amplificação e sequenciamento da 

região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA. Todos os 92 isolados clínicos em estudo foram 

caracterizados molecularmente sendo 91 (98,9%) isolados identificados como C. 

glabrata stricto sensu e um (1,1%) isolado identificado como C. nivariensis. Nenhum 

isolado foi identificado como C. bracarensis na nossa amostragem (Figura 9).  
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Figura 9. Dendrograma baseado na análise da região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA das sequências de 99 
táxons, sendo 92 isolados, três cepas de referência (C. glabrata ATCC 2001, C. bracarensis WM 14.01 e C. 
nivariensis WM 09.150) e quatro sequências oriundas do GenBank (AY939793, GU199440, NR_077073, 
HQ876043). A história evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Join (NJ). A distância evolutiva foi 
computada utilizando o método Maximum Composite Likelihood. Um total de 484 bases foi observado no 
conjunto final (Programa MEGA 6.0.) 
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Os isolados de C. glabrata stricto sensu apresentaram entre 99-100% de 

similaridade quando comparados com a sequência de C. glabrata AY939793 

depositada no GenBank; por outro lado, o isolado identificado como C. nivariensis 

apresentou 100% de similaridade quando comparado à sequência de C. nivariensis 

GU199444 disponível no NCBI/GenBank.  

Todas as sequências obtidas para a região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foram 

depositadas no GenBank sob os números de acesso KX450781-KX450814, 

KX450816-KX450833, KX450835-KX450861, KX450863-KX450874 para os isolados 

de C.glabrata Stricto Sensu; e KJ957824 para o isolado de C. nivariensis. 

A análise das sequências de nucleotídeos utilizando o software DnaSP versão 

5.0 (LIBRADO; ROZAS, 2009) constatou a presença de13 haplótipos diferentes com 

um índice de diversidade (HD) de 0,7630 (Tabela 4).  

 

 
 

 

O haplótipo com o maior número de isolados clínicos foi o H01 (N=36), seguido 

pelo H04 (N=21) e pelo H03 (N=12), sendo que esses isolados não estavam 

agrupados e sim distribuídos em diferentes sítios de isolamento (Tabela 5). 
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Comparando os 26 perfis bioquimícos e os 13 haplótipos (Tabela 6), foi 

possível observar que os isolados de C. glabrata stricto sensu não se encontram 

agrupados em um determinado perfil e/ou haplótipo e sim distribuídos entre eles. Já o 

perfil bioquímico 18 correspondeu especificamente ao haplótipo da espécie C. 

nivariensis. 
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5.3 Produção de Enzimas Hidrolíticas 
 

Um total de 92 isolados clínicos do complexo C. glabrata foi avaliado quanto à 

capacidade de produzir in vitro diferentes enzimas hidrolíticas e a atividade enzimática 

foi determinada com base no valor de Pz como descrito no Quadro 2. 

Para fins ilustrativos, o nosso N amostral foi representado por seis isolados 

clínicos do mesmo sítio de isolamento (circulatório) dispostos em duplicata em placas 

de Petri contendo meios específicos para o teste da atividade enzimática para 

aspártico protease, esterase e fitase. Para o teste da atividade hemolítica só foi 

possível adicionar um isolado (sítio de inserção - ponta cateter) em duplicata por placa, 

devido ao tamanho reduzido desta placa (90 mm) em relação aos demais meios de 

cultura. Esses isolados apresentaram atividade enzimática evidenciada pela presença 

de um halo ao redor da colônia e no cada do teste da catalase realizado em tubos de 

ensaio com rosca foi possível observar a presença de bolhas evidenciando a hidrólise 

do peróxido de hidrogênio com consequente liberação de oxigênio como representado 

na Figura 10.  
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As atividades enzimáticas de caseinase e fosfolipase não foram detectadas em 

nenhum dos isolados testados sob as condições experimentais empregadas nesse 

estudo. Porém, 87 isolados de C. glabrata stricto sensu (95,6%) foram capazes de 

produzir aspártico protease (Pz variando de 0,100 a 0,583), sendo 30 isolados (33,0%) 

considerados excelentes produtores (Pz variando de 0,100 a 0,395) e 57 isolados 

(62,6%) considerados bons produtores (Pz variando de 0,400 a 0,583). 

A produção de esterase foi detectada em 51 isolados de C. glabrata stricto 

sensu (56%), sendo um isolado (1,1%) classificado como excelente produtor (média 

de Pz= 0,393), 48 isolados (52,7%) considerados bons produtores (Pz variando de 

0,414 a 0,667) e dois isolados (2,2%) foram classificados como fracos produtores (Pz 

variando de 0,762 a 0,800).  

Em relação à produção de fitase, todos os 91 isolados de C. glabrata stricto 

sensu (100%) foram positivos (Pz variando de 0,114 a 0,762). Em resumo, 10 isolados 

(11,0%) foram considerados excelentes produtores (Pz variando de 0,114 a 0,380), 80 

isolados (87,9%) foram classificados como bons produtores (Pz variando de 0,400 a 

0,692) e um isolado (1,1%) classificado como fraco produtor de fitase (média de Pz= 

0,762).  

A atividade hemolítica foi observada em 90 isolados de C. glabrata stricto sensu 

(98,9%), sendo um isolado (1,1%) considerado excelente produtor de hemolisina 

(média de Pz= 0,385), 82 isolados (90,1%) classificados como bons produtores (Pz 

variando de 0,409 a 0,688) e sete isolados (7,7%) considerados fracos produtores (Pz 

variando de 0,722 a 0,795). 

A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 foi considerada excelente produtora de 

aspártico protease (média de Pz= 0,357) e fraca produtora de fitase (média de Pz= 

0,714 ± 0,000). Não foram detectadas atividades de caseinase, fosfolipase, esterase 

e hemolítica para essa cepa sob as condições experimentais empregadas nesse 

estudo. 

A atividade da catalase foi detectada em todos os isolados de C. glabrata stricto 

sensu estudados, incluindo a cepa tipo C. glabrata ATCC 2001. Após a hidrólise do 

peróxido de hidrogênio, houve produção de muitas bolhas em 32 isolados (35,2%) 

sendo estes classificados como altos produtores de catalase (coluna de bolhas ≥ 15 

mm), enquanto 59 isolados (64,8%) foram classificados como baixos produtores de 

catalase (coluna de bolhas < 15 mm). 
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O isolado clínico de C. nivariensis também foi avaliado quanto a produção de 

enzimas hidrolíticas, sendo considerado excelente produtor de aspártico protease 

(média de Pz= 0,347), bom produtor de fitase (média de Pz= 0,629) e alto produtor de 

catalase (coluna de bolhas ≥ 15 mm). Entretanto, nenhuma atividade enzimática de 

caseinase, fosfolipase, esterase e hemolisina foram detectadas para esse isolado sob 

as condições experimentais empregadas nesse estudo.  

 

 

5.4 Formação de Biofilme 
 

Todos os isolados clínicos foram avaliados quanto à capacidade de formar 

biofilme. Foram realizadas análises quantitativas em relação à produção de biomassa 

pelo método de coloração pelo cristal violeta e em relação à viabilidade celular pelo 

ensaio colorimétrico de redução do XTT que avalia a atividade metabólica nas células 

do biofilme. Todos os isolados clínicos foram classificados com base no valor de 

absorbância em fraca, moderada ou alta produção de biomassa ou de viabilidade 

celular de acordo com o Quadro 3. 

A classificação dos isolados de acordo com a produção de biomassa e de 

viabilidade celular nos meios RPMI 1640 e YNB com 0,2% de glicose foi apresentada 

na Tabela 7. 

 

 

 

 

Em relação ao meio RPMI 1640, os 91 isolados clínicos de C. glabrata stricto 

sensu apresentaram valores de absorbância variando de 0,029 a 1,014 para a 
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produção de biomassa, sendo a maioria dos isolados classificados como baixos 

produtores de biomassa. Quanto à viabilidade celular, os valores de absorbância 

variam de 0,064 a 1,512, sendo a viabilidade celular, predominantemente, classificada 

como alta. O isolado clínico de C. nivariensis também foi capaz de produzir biofilme, 

sendo os valores de absorbância para a produção de biomassa e a viabilidade celular 

de 0,409 e 0,921, respectivamente, sendo essa espécie classificada como baixa 

produtora de biomassa, mas com alta atividade metabólica na formação do biofilme.  

Utilizando o meio YNB com 0,2% de glicose, os 91 isolados clínicos de C. 

glabrata stricto sensu apresentaram valores de absorbância variando de 0,017 a 1,161 

para a produção de biomassa e de 0,015 a 0,988 para a viabilidade celular. Enquanto 

que o valor da absorbância para o isolado clínico de C. nivariensis foi de 0,330 para a 

produção de biomassa e de 1,173 para a viabilidade celular, sendo esse perfil 

semelhante ao observado no meio RPMI.  

Em geral, o mesmo perfil foi observado entre os dois meios: baixa produção de 

biomassa e alta atividade metabólica. No entanto, a concordância entre os dois meios 

foi classificada como moderada de acordo com o coeficiente Kappa para produção de 

biomassa e da viabilidade celular em isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu 

(0,589 e 0,448, respectivamente). Candida nivariensis apresentou o mesmo padrão 

de produção de biomassa e de viabilidade celular nos dois meios em estudo. 

A produção de biomassa e a viabilidade celular no meio RPMI 1640 também 

foram analisadas de acordo com o sítio de isolamento das amostras (Figura 11).  
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Figura 11. Percentual de isolados do complexo C. glabrata separados por sítio de isolamento em 
relação (a) à produção de biomassa e (b) à atividade metabólica. 

 

 

Não houve diferença estatisticamente significativa entre a formação de biofilme 

e os diferentes sítios de isolamento das amostras em estudo. Mesmo assim, foi 

possível notar que todos os isolados (N=25) do sítio anatômico circulatório foram 

classificados como baixos produtores de biomassa. A produção de biomassa foi 

classificada como moderada apenas em nove isolados, sendo dois isolados de sítio 

respiratório, dois isolados de sítio gastrointestinal, três isolados de sítio urogenial e 

dois isolados de sítio de inserção (um de ponta de cateter e outro de dreno cirúrgico). 
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Quanto à viabilidade celular, a atividade metabólica foi baixa apenas em sete isolados 

clínicos, sendo três isolados de sítio respiratório, um de gastrointestinal e três de sítio 

circulatório. Vale ressaltar que dentre os sítios anatômicos, o sítio urogenital foi o que 

apresentou maior número de isolados de C. glabrata stricto sensu produtores de 

biomassa e com alta atividade metabólica em relação à formação de biofilme. (Figura 

11). 

 

 

5.5 Perfil de Suscetibilidade aos Antifúngicos - (Células em Suspensão) 

 

Todos os 92 isolados clínicos incluídos neste estudo foram testados. Os 

resultados foram validados após utilização em cada ensaio de duas cepas de 

referência C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 cujos valores estavam 

dentro da faixa de CIM recomendada pelo protocolo M27-S4 (CLSI, 2012).  

O perfil de suscetibilidade antifúngica in vitro dos 92 isolados do complexo de 

espécies de C. glabrata está apresentado na Tabela 8. 
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Suscetibilidade in vitro à anfotericina B e 5-fluorocitosina. 

Em relação aos isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu, nove isolados 

(9.9%) foram considerados resistentes à anfotericina B, sendo que cinco isolados 

apresentaram CIM igual a 2 µg/mL, um isolado apresentou CIM igual a 4 µg/mL e três 

isolados apesentaram CIM igual a 8 µg/mL. Para 5-fluorocitosina, todos os isolados 

foram suscetíveis a esse fármaco (CIM = 0,12 µg/mL). De acordo com os valores de 

cutoff epidemiológicos (ECV), todos os isolados de C. glabrata stricto sensu foram tipo 

selvagem (WT) somente para 5-fluorocitosina (CIM ≤ 0,5 µg/mL). Para anfotericina B, 

quatro isolados foram classificados como não tipo selvagem (non-WT) (CIM > 2 

µg/mL).  

O isolado clínico de C. nivariensis apresentou baixo valor de CIM para 

anfotericina B (CIM = 0,25 µg/mL) e foi suscetível a 5-fluorocitosina (CIM = 0,25 

µg/mL). Em relação ao ECV, o isolado de C. nivariensis foi classificado como WT tanto 

para anfotericina B quanto para 5-fluorocitosina (Tabela 8). 

A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 foi suscetível à anfotericina B e 5-

fluorocitosina (CIM = 0,12 µg/ mL para ambos os fármacos) e foi classificada como 

WT para esses dois fármacos. 

 

 

Suscetibilidade in vitro aos azólicos. 

Os isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu apresentaram uma 

suscetibilidade variável em relação aos azólicos testados. Levando em consideração 

os pontos de corte clínicos, o fluconazol foi o antifúngico azólico com maior 

porcentagem de isolados resistentes (15,4%), seguido pelo itraconazol (5,5%). Ainda 

não foram estabelecidos pontos de corte pelo CLSI para o voriconazol e posaconazol. 

Analisando os valores de CIMs obtidas em relação ao ECV, o fluconazol foi o 

antifúngico azólico com maior número de isolados non-WT, seguido pelo voriconazol, 

posaconazol e itraconazol.  

O isolado clínico de C. nivariensis foi resistente ao fluconazol e suscetível dose-

dependente ao itraconazol. Em relação ao ECV, o isolado de C. nivariensis foi 

classificado como tipo non-WT para fluconazol e posaconazol (Tabela 8). 

A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 foi suscetível dose-dependente ao 

fluconazol (CIM = 8 µg/mL) e suscetível ao itraconazol (CIM = 0,06 µg/mL). Para o 
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voriconazol e posaconazol, o valor da CIM foi o mesmo (0,03 µg/ mL). A cepa tipo C. 

glabrata ATCC 2001 foi classificada como WT para os quatro azólicos testados. 

 

 

Suscetibilidade in vitro à caspofungina e micafungina 

Em relação aos isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu, 50,5% dos 

isolados foram suscetíveis a caspofungina e 56,0% dos isolados foram suscetíveis a 

micafungina. No entanto, a porcentagem de isolados resistentes foi maior para 

micafungina (15,4%) em comparação com a caspofungina (8,8%). O número de 

isolados non-WT também foi maior para micafungina. 

O isolado clínico de C. nivariensis foi sensível à caspofungina e resistente à 

micafungina. Em relação ao ECV, o isolado de C. nivariensis foi classificado como 

non-WT somente para micafungina (Tabela 8). 

A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 foi suscetível à caspofungina e micafungina 

(CIM = 0,12 e 0,06 µg/mL, respectivamente), sendo classificada como WT para 

caspofungina e non-WT para micafungina. 

 

 

Resistência a dois ou mais fármacos antifúngicos 

Em relação ao total de isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu, 15 isolados 

(16,5%) foram classificados como resistentes a dois ou mais fármacos antifúngicos. 

Dentre os isolados resistentes a ao fluconazol (N=14) e à micafungina (N=14), apenas 

dois isolados foram resistentes a ambos os fármacos simultaneamente. Já o isolado 

clínico de C. nivariensis foi resistente ao fluconazol e à micafungina (Tabela 9). 
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5.6 Perfil de Suscetibilidade aos Antifúngicos (Células no Biofilme) 

 

Para avaliar a possibilidade da formação do biofilme influenciar na resistência 

aos fármacos antifúngicos, vinte e três isolados de C. glabrata stricto sensu e o isolado 

de C. nivariensis foram incluídos na nossa amostragem. Os fármacos testados foram 

anfotericina B, itraconazol, micafungina e 5-fluorocitosina. Todos os 24 isolados foram 

classificados como suscetíveis ou intermediários aos fármacos em questão nas 

células em suspensão, com exceção da C. nivariensis cujo valor da CIM para 

micafungina foi de 0,25 µg/mL. 

Em relação a C. glabrata stricto sensu, os valores da CIMs para anfotericina B 

variaram de 0,06 a 1 µg/mL nas células em suspensão e de 1 a >16 µg/mL nas células 

no biofilme. Apesar do aumento do valor da CIM, seis isolados apresentaram CIMB 

igual a 1 µg/mL o que sugere suscetibilidade a este fármaco mesmo na presença do 

biofilme. Para o itraconazol, os valores de CIM variaram de 0,06 a 0,25 µg/mL nas 

células em suspensão e de 0,5 a >16 µg/mL nas células no biofilme. Houve um 

aumento do valor da CIMB, com exceção de um isolado que permaneceu com o 

mesmo valor da CIM (0,25 µg/mL) nas células em suspensão e no biofilme, sendo 

classificado como suscetível dose-dependente nas duas condições. Para a 

micafungina, os valores de CIM variaram de 0,015 a 0,12 µg/mL nas células em 

suspensão e de 0,06 a 0,5 µg/mL nas células no biofilme. Apesar do aumento do valor 

da CIMB, três isolados foram suscetíveis para a micafungina no biofilme, sendo que 

dois destes também foram suscetíveis para anfotericina B na presença do biofilme. 

Outros seis isolados foram classificados como intermediários para micafungina. Para 
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a 5-fluorocitosina, todos os isolados apresentaram o mesmo valor da CIM (0,12 

µg/mL) nas células em suspensão enquanto que o valor da CIM variou de 8 a 128 

µg/mL nas células no biofilme.  

Em relação à C. nivariensis, o valor da CIM foi de 0,25 µg/mL nas células em 

suspensão e de 8 µg/mL nas células no biofilme para a anfotericina B. Para o 

itraconazol, o valor da CIM passou de 0,25 µg/mL nas células em suspensão para > 

16 µg/mL nas células no biofilme. Por outro lado, o valor da CIM da micafungina foi o 

mesmo (CIM = 0,25 µg/mL), tanto para as células em suspensão quanto no biofilme. 

Enquanto que para a 5-fluorocitosina, o valor da CIM nas células em suspensão e no 

biofilme foi de 0,25 µg/mL e >128 µg/mL, repectivamente. 

A variação da concentração inibitória mínima dos fármacos antifúngicos 

testados em isolados clínicos do complexo C. glabrata nas células em suspensão e 

no biofilme foram apresentados na Figura 12. 

 

 

Figura 12. Variação da concentração inibitória mínima (CIM) em isolados clínicos do complexo C. 
glabrata. (a) Anfotericina B; (b) Itraconazol; (c) Micafungina; (d) 5-fluorocitosina, nas células em 
suspensão e no biofilme. Os isolados foram classificados como suscetível (S), suscetível dose-
dependente (SDD), intermediário (I) ou resistente (R). 
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5.7 Relação entre o Perfil de Suscetibilidade aos Antifúngicos (Células em 

Suspensão) e a Produção de Enzimas Hidrolíticas 

 

Conforme apresentado na Tabela 10, em relação aos isolados clínicos de C. 

glabrata stricto sensu, nenhuma associação foi detectada entre o perfil de 

suscetibilidade (suscetíveis e resistentes) a anfoterina B e a produção de diferentes 

enzimas hidrolíticas (p-valor > 0,05). Entretanto, associações estatisticamente 

significantes, foram detectadas entre o perfil de suscetibilidade a micafungina e a 

produção de esterase, bem como entre o perfil de suscetibilidade ao fluconazol, 

itraconazol e micafungina e a atividade hemolítica.  

 

 

 

Além disso, a mediana de Pz da atividade hemolítica foi menor para os isolados 

resistentes ao fluconazol, itraconazol e micafungina, o que significa que os isolados 

resistentes produzem mais hemolisinas que os isolados suscetíveis a esses fármacos. 

Em contraste, a mediana de Pz da esterase foi maior para os isolados resistentes a 

micafungina, o que significa que os isolados resistentes para esse fármaco produziram 

menos esterases que os isolados suscetíveis (FIGURA 13).  
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Figura 13. Expressão diferencial de enzimas hidrolíticas em 91 isolados de C. glabrata stricto sensu 
com diferentes perfis de suscetibilidade aos antifúngicos (a) atividade hemolítica em relação a 
suscetibilidade ao fluconazol; (b) atividade hemolítica em relação a suscetibilidade ao itraconazol; (c) 
atividade hemolítica em relação a sucetibilidade à micafungina; (d) produção de esterase em relação a 
suscetibilidade a micafungina. As linhas representam as medianas de cada grupo. Em todos os casos, 
diferenças entre as medianas dos grupos com diferentes perfis de suscetibilidade foram 
estatisticamente significativos (p-valor ≤ 0,05). 

 

A correlação de Spearman revelou associações significativas entre produção 

de fitase e a CIM da anfotericina B; entre a produção de hemolisina e a CIM do 

fluconazol e entre a produção de hemolisina e a CIM da micafungina, sendo observada 

uma correlação negativa fraca para todos de acordo com análise de Spearman (rs). 

Enquanto que uma correlação positiva moderada foi observada entre os valores de Pz 

da esterase e a CIM da micafungina (Tabela 11).  
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5.8 Relação entre a Produção de Enzimas Hidrolíticas e a Formação de Biofilme 

em Isolados Clínicos de C. glabrata stricto sensu 

 

Em relação aos isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu, nenhuma 

associação foi detectada entre a produção de aspártico protease, fitase e catalase e 

a formação de biofilme (p-valor > 0,05). Entretanto, associações estatisticamente 

significativas foram observadas entre a produção de esterase e a formação de 

biofilme, bem como entre a atividade hemolítica e a formação de biofilme, tanto em 

relação à produção de biomassa quanto em relação à viabilidade celular. Porém, o 

tipo de correlação variou, sendo negativa para esterase e positiva para a hemolisina 

de acordo com o coeficiente r de Spearman (Tabela 12). Logo, quanto maior a 

produção da esterase, maior foi a capacidade de formação de biofilme. Por outro lado, 

a produção de hemolisina diminuiu à medida que aumentava a capacidade de 

formação de biofilme nos isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu. 
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5.9 Outras Correlações 

 

Neste estudo, nenhuma associação foi encontrada entre o perfil de enzimas 

hidrolíticas relacionadas à virulência e a origem clínica ou o ano de isolamento dessas 

leveduras, sendo o mesmo observado em relação ao biofilme e a origem ou ano de 

isolamento (p-valor > 0,05). 

Também não foi detectada nenhuma relação entre a resistência dos isolados 

clínicos estudados e a origem clínica ou o ano de isolamento dessas amostras para 

nenhum dos fármacos antifúngicos testados (p-valor > 0,05). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Dentro do gênero Candida, C. glabrata se destaca como agente de infecções 

fúngicas invasivas, especialmente em pacientes idosos com câncer internados em 

unidades de terapia intensiva e naqueles com exposição prévia ao fluconazol 

(YAPAR, 2014), sendo a espécie de Candida não-albicans mais isolada em alguns 

países da América do Norte (PFALLER et al., 2014), Europa (BASSETTI et al., 2017; 

SASSO; ROGER; LACHAUD, 2017; TROUVÉ et al., 2017), e no Chile, país da 

América do Sul (SIRI et al., 2017). Nos hospitais brasileiros, C. glabrata vêm 

emergindo como um patógeno fúngico oportunista entre as espécies de Candida não-

albicans (COLOMBO et al., 2013; WILLE et al., 2013; DOI et al., 2016). Os resultados 

desse estudo corroboram estes dados apresentando grande número de isolados de 

C. glabrata em pacientes oncológicos. De fato, pacientes imunocomprometidos, 

incluindo aqueles portadores de doenças graves como neoplasias, síndrome da 

imunodeficiência adquirida, assim como pacientes submetidos à terapia 

imunossupressora, relacionada ou não a transplante de órgãos ou de medula óssea 

são altamente suscetíveis a infecções fúngicas invasivas por Candida spp. (BROWN 

et al., 2012). 

Com o advento das metodologias baseadas em DNA, principalmente as que 

envolvem a PCR, tem sido identificados diferentes complexos de espécies 

relacionadas ao gênero Candida, como por exemplo, os complexos C. parapsilosis 

(TAVANTI et al., 2005), C. guilliermondii (BAI; LIANG; JIA, 2000; LAN; XU, 2006), C. 

haemulonii (CENDEJAS-BUENO et al., 2012), C. rugosa (PAREDES et al., 2012; 

CHAVES et al., 2013) e o complexo C. glabrata (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a, 

2005b; CORREIA et al., 2006) formado por três espécies geneticamente 

heterogêneas: C. glabrata, C. nivariensis e C. bracarensis. 

Métodos fenotípicos não são discriminatórios para diferenciar as espécies do 

complexo C. glabrata (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005b). Entretanto, baseado na 

visualização da cor das colônias no meio CHROMAGAR Candida foi possível separar 

os isolados em dois grupos no presente estudo, onde a grande maioria dos isolados 

apresentavam colônias de cor cobre e um único isolado apresentou colônias de cor 

branca. Candida nivariensis e C. bracarensis apresentam colônias de cor branca no 

meio CHROMagar Candida em contraste com colônias de cor cobre de C. glabrata 

(LOCKHART et al., 2009; SWOBODA-KOPEĆ et al., 2014; TAY et al., 2014). Por outro 
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lado, o sistema automatizado Vitek® 2 identificou todos os isolados deste estudo como 

C. glabrata, corroborando resultados de estudos anteriores (ALCOBA-FLOREZ et al., 

2005b; LOCKHART et al., 2009; HOU et al., 2017b). Porém, analisando os perfis 

bioquímicos gerados pelo Vitek® 2 de todos os nossos isolados clínicos foi possível 

observar um perfil bioquímico exclusivo para C. nivariensis, mas devido ao baixo 

número amostral desta espécie em nosso estudo não foi possível afirmar que com 

base na identificação bioquímica seja possível diferenciar C. glabrata de C. 

nivariensis. 

A PCR seguida pelo sequenciamento da região ITS1-5.8S-ITS2 foi utilizada 

como padrão ouro para a identificação molecular das espécies do complexo C. 

glabrata neste estudo. A região ITS, por ser altamente conservada, 

intraespecificamente, mas variável entre diferentes espécies, tem se mostrado eficaz 

para a identificação molecular de leveduras de importância médica (IRINYI et al., 

2015) e vem sendo utilizada para caracterizar as espécies dentro do complexo C. 

glabrata (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a; ROMEO et al., 2009). 

Dos 92 isolados clínicos caracterizados molecularmente, C. glabrata stricto 

sensu foi a espécie predominante seguida de C. nivariensis. A frequência observada 

em nosso estudo dessas espécies foi similar em outros trabalhos envolvendo a 

caracterização do complexo C. glabrata (SWOBODA-KOPEĆ et al., 2014; TAY et al., 

2014; MORALES-LÓPEZ et al., 2016). 

De acordo com dados da literatura até agosto de 2017, a frequência de 

isolamento de C. nivariensis tem sido baixa. Ao todo 75 isolados de C. nivariensis têm 

sido descritos em 41 casos na Europa (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a; BORMAN et 

al., 2008; GORTON et al., 2013; LÓPEZ-SORIA et al., 2013; PARMELAND et al., 

2013; SWOBODA-KOPEĆ et al., 2014; AZNAR-MARIN et al., 2016), 31 casos na Ásia 

(FUJITA et al., 2007; WAHYUNINGSIH et al., 2008; CHOWDHARY et al., 2010; 

SHARMA et al., 2013; LI et al., 2014; TAY et al., 2014; FENG et al., 2015; HOU et al., 

2017b), um caso na Austrália (LOCKHART et al., 2009) e dois casos na América do 

Sul, um no Brasil (presente estudo) (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2016) e o outro 

na Argentina (MORALES-LÓPEZ et al., 2016). Nenhuma C. bracarensis foi 

encontrada em nosso estudo e ainda não há nenhum relato dessa espécie no Brasil 

ou em outros países da América do Sul até agosto de 2017 de acordo com as 

principais bases de dados para pesquisa de artigos científicos como PubMed, Bireme 

e Scielo. 
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Para o nosso conhecimento, esse estudo descreveu pela primeira vez a 

presença de C. nivariensis na América do Sul e no Brasil (FIGUEIREDO-CARVALHO 

et al., 2016) (APÊNDICE A). Candida nivariensis já foi isolada de diferentes 

espécimes clínicos como: sangue, lavado bronco-alveolar, urina, cateter, escarro, 

biópsia de pulmão, fluido pleural, swab vaginal, unha, entre outros (ALCOBA-FLOREZ 

et al., 2005b; FUJITA et al., 2007; BORMAN et al., 2008; WAHYUNINGSIH et al., 

2008; LOCKHART et al., 2009; CHOWDHARY et al., 2010; GORTON et al., 2013; 

LÓPEZ-SORIA et al., 2013; PARMELAND et al., 2013; SHARMA et al., 2013; LI et al., 

2014; SWOBODA-KOPEĆ et al., 2014; TAY et al., 2014; FENG et al., 2015; AZNAR-

MARIN et al., 2016; MORALES-LÓPEZ et al., 2016), mas até o presente estudo não 

havia sido isolada de uma secreção nasal (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2016).  

Nós reforçamos a necessidade de novas ferramentas de dignóstico para a 

identificação rápida e correta do complexo C. glabrata, visto que este número pode 

estar subestimado por conta da dificuldade de realização de sequenciamento de DNA 

em laboratórios clínicos.  

Em espécies de Candida, as enzimas hidrolíticas extracelulares facilitam a 

nutrição, aderência, colonização, penetração de tecidos ou células, invasão, 

disseminação e escape das respostas imunes do hospedeiro (SARDI et al., 2013; 

ELLS et al., 2014). Além disso, a secreção de algumas enzimas hidrolíticas tem a 

capacidade de regular a resistência a determinados fármacos antifúngicos (SILVA; 

NERY; DIAS, 2014). 

As aspártico proteases são enzimas com alta atividade proteolítica e 

estabilidade em pH ácido (RAO et al., 1998). Essas enzimas controlam vários passos 

na evasão imune inata e degradam proteínas relacionadas à defesa imunológica, 

como anticorpos, complemento e citocinas, permitindo que o fungo escape da primeira 

linha de defesas do hospedeiro (STANISZEWSKA; MAŁGORZATA; ZBIGNIEW, 

2016). 

Em nosso estudo, a maioria dos isolados de C. glabrata stricto sensu foi 

classificada como boa produtora de aspártico protease, enquanto C. nivariensis foi 

uma excelente produtora desta enzima. Entretanto, C. glabrata não possui os genes 

clássicos de aspártico proteases secretadas (SAP) em seu genoma (PARRA-

ORTEGA et al., 2009; SILVA; NERY; DIAS, 2014). Provavelmente, a degradação 

enzimática da albumina verificada neste estudo deve ser relacionada à produção de 

yapsinas. As yapsinas (YPS) são uma família de cinco aspártico proteases ligadas a 
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glicosil-fosfatidil-inositol não segregadas que têm um papel bem conhecido na 

integridade da parede celular (KRYSAN et al., 2005) e nas interações célula-célula 

(SILVA; NERY; DIAS, 2014). A expressão dos genes yps aumentou significativamente 

a capacidade de Saccharomyces cerevisiae sobreviver dentro de macrófagos 

humanos (KRYSAN et al., 2005). Um estudo desenvolvido por Swoboda-Kopeć e 

colaboradores confirmou a prevalência de três genes (YPS2, YPS4 e YPS6) na 

maioria das cepas de C. glabrata isoladas de espécimes clínicos. Entretanto, a 

prevalência desses genes em 13 isolados clínicos de C. nivariensis foi baixa 

(SWOBODA-KOPEĆ et al., 2014). 

A caseína é uma mistura de fosfoproteínas que podem ser hidrolisadas por uma 

série de enzimas coletivamente chamadas caseinases. Essas enzimas pertencem 

mais provavelmente às famílias metaloprotease e serina protease (CLINCKE et al., 

2011). A atividade de caseinase não foi detectada nas condições experimentais 

empregadas para qualquer um dos isolados de C. glabrata stricto sensu e C. 

nivariensis. No entanto, estes resultados foram discordantes daqueles encontrados 

por Abbes e colaboradores (2017) que relataram a atividade da caseinase em 16 

isolados de C. glabrata (ABBES et al., 2017). A atividade de caseinase também foi 

observada em C. parapsilosis Stricto Sensu (ZICCARDI et al., 2015), nas espécies do 

complexo Candida haemulonii (RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017) e Yarrowia 

lipolytica (ABBES et al., 2017). Por outro lado, Parnanen e colaboradores identificaram 

uma serina protease em C. glabrata ligada à parede celular fúngica, mas seu papel 

na virulência de C. glabrata permanece incerto (PÄRNÄNEN; MEURMAN; NIKULA-

IJÄS, 2015). 

As fosfolipases e as esterases são enzimas lipolíticas extracelulares envolvidas 

na virulência de Candida spp. (ZICCARDI et al., 2015; RAMOS; BRANQUINHA; 

SANTOS, 2017). Suas possíveis funções incluem a digestão de lipídios para aquisição 

de nutrientes, adesão a células e tecidos do hospedeiro, interações sinérgicas com 

outras enzimas, hidrólise não específica, iniciação de processos inflamatórios por 

afetar as células do sistema imunológico e autodefesa (SCHALLER et al., 2005). 

Neste trabalho, nenhum dos isolados de C. glabrata stricto sensu apresentou 

níveis detectáveis de fosfolipase. O mesmo foi observado em C. nivariensis. 

Udayalaxmi e colaboradores também não encontraram atividade de fosfolipase em 14 

cepas clínicas de C. glabrata isoladas do trato geniturinário (UDAYALAXMI; JACOB; 

D’SOUZA, 2014). Um estudo do Brasil que analisou cepas de C. glabrata, detectou a 
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atividade da fosfolipase pela metodologia empregada neste estudo somente em uma 

cepa de C. glabrata isolada da saída do ducto nasolacrimal de um cavalo 

(BRILHANTE et al., 2016). Em uma pesquisa realizada com isolados vaginais de 

Candida spp. do Egito, a atividade da fosfolipase foi observada em um pequeno 

número de cepas de C. glabrata, confirmando a baixa produção de fosfolipase em C. 

glabrata, especialmente em isolados de espécimes clínicos humanos. Este mesmo 

estudo também detectou o gene da fosfolipase B PB2 em algumas cepas de C. 

glabrata estudadas. Por outro lado, a incidência do gene da fosfolipase B PB1 na 

população de Candida glabrata estudada foi alta, variando de 87,5% a 95%, 

dependendo do histórico do paciente para diabetes (BASSYOUNI et al., 2015). Juntos, 

estes dados sugerem que a expressão in vivo de genes da fosfolipase em C. glabrata 

é um evento bem regulado, ao contrário do que ocorre em condições in vitro.  

A atividade de esterase não foi detectada no isolado clínico de C. nivariensis. 

Além disso, a produção de esterase foi o fenótipo relacionado à virulência com maior 

variação entre os isolados de C. glabrata stricto sensu. Em um estudo no Irã com oito 

cepas de C. glabrata isoladas de mucosa oral, a produção de esterase apresentou 

menor variação do que o presente trabalho, com a maioria das cepas classificadas 

como produtoras de esterase (FATAHINIA; POORMOHAMADI; ZAREI 

MAHMOUDABADI, 2015). Por outro lado, um estudo da Turquia revelou que apenas 

uma dentre 14 cepas de C. glabrata isoladas de infecções de corrente sanguínea foi 

considerada positiva no ensaio de ágar esterase. Uma possibilidade que explicaria as 

diferenças entre esses trabalhos seria relacionada com a fonte do material clínico a 

partir do qual as cepas foram isoladas, porém como não verificamos associação entre 

a produção de esterase e a origem do material clínico, nós acreditamos que esses 

dados na verdade refletem uma heterogeneidade intraespecífica na produção de 

esterase em C. glabrata. 

A fitase é uma fosfohidrolase que cliva o fitato liberando fosfato inorgânico e 

inositol, dois nutrientes essenciais para todas as células vivas (LEI; PORRES, 2003). 

Neste estudo, a atividade da fitase foi detectada em todos os isolados de C. glabrata 

stricto sensu e no isolado de C. nivariensis. Resultados semelhantes foram relatados 

em diferentes Candida spp., incluindo C. glabrata (TSANG, 2011), espécies do 

complexo C. parapsilosis (ABI-CHACRA et al., 2013; ZICCARDI et al., 2015) e do 

complexo C. haemulonii (RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017). Em Candida 

spp., a manutenção de um suprimento de inositol e fosfato mediado pela fitase parece 
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ser especialmente importante para a sobrevivência e persistência do patógeno no 

hospedeiro (TSANG, 2011). 

A captação de ferro é um dos requisitos fundamentais para que fungos 

patogênicos sobrevivam e cresçam em seus hospedeiros. Portanto, sua sobrevivência 

depende de mecanismos especializados para se adaptar às restrições de 

micronutrientes durante a patogênese. Em geral, durante o parasitismo animal, os 

fungos têm que lisar os glóbulos vermelhos para assimilar o ferro associado à 

hemoglobina (CRAWFORD; WILSON, 2015). Apenas um dos isolados clínicos de C. 

glabrata stricto sensu deste estudo e a cepa tipo não foram capazes de produzir 

hemolisinas, resultados similares aos de publicações anteriores (SENEVIRATNE et 

al., 2011; CHIN et al., 2013; ROSSONI et al., 2013), o que reflete a importância deste 

fator de virulência para esta levedura. De fato, os mecanismos de captação do ferro 

têm sido demonstrados como necessários para a virulência em C. glabrata 

(SRIVASTAVA; SUNEETHA; KAUR, 2014). 

A catalase foi expressa por todos os isolados de C. glabrata stricto sensu. O 

mesmo foi observado no isolado de C. nivariensis neste estudo. Não há outros estudos 

em C. nivariensis. Porém há relatos de resistência ao estresse oxidativo associada a 

alta atividade da catalase em C. glabrata (CUÉLLAR-CRUZ et al., 2008; ABEGG et 

al., 2010). Outras espécies como C. albicans, C. dubliniensis, C. famata, C. 

guilhiermondii, C. krusei, C. tropicalis (ABEGG et al., 2010), C. parapsilosis Stricto 

Sensu e C. orthopsilosis (ABI-CHACRA et al., 2013) também foram capazes de 

expressar atividade de catalase. Candida glabrata possui mecanismos enzimáticos e 

de glutationa para resistir ao estresse oxidativo induzido pelas defesas imunológicas 

do hospedeiro (BRIONES-MARTIN-DEL-CAMPO et al., 2014) e nossos resultados 

reforçam a importância dos mecanismos enzimáticos para manter a homeostase 

celular nos isolados clínicos de C. glabrata.  

A formação de biofilme está intimamente associada à persistência do 

microrganismo no processo infeccioso e deve ser considerada como um fator de 

virulência importante durante a candidíase, principalmente, em relação à candidemia 

(TUMBARELLO et al., 2012; DE MELLO et al., 2017), pois pode conferir resistência 

significativa à terapia antifúngica, limitando a penetração dessas substâncias através 

da matriz extracelular e protegendo as células do interior do biofilme do sistema imune 

do hospedeiro (BERILA; HYROŠŠOVÁ; SUBÍK, 2011; RODRIGUES; SILVA; 

HENRIQUES, 2014).  
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Todos os isolados deste estudo foram capazes de formar biofilme tanto no meio 

RPMI 1640 quanto no YNB com 0,2% de glicose, porém com uma correlação 

moderada entre os meios, sugerindo que o meio de cultura utilizado pode influenciar 

na formação do biofilme de C. glabrata. Um estudo desenvolvido por Serrano-Fujarte 

e colaboradores (2015) verificou que a formação de biofilme de C. glabrata foi 

influenciada pela utilização de meios de culturas (YP ou YNB) com diferentes 

concentrações de glicose (SERRANO-FUJARTE et al., 2015). A produção de 

biomassa foi baixa na maioria dos nossos isolados de C. glabrata stricto sensu e em 

C. nivariensis, enquanto que a atividade metabólica das células no biofilme foi 

predominante alta em ambas as espécies nas duas condições experimentais 

adotadas. Nossos resultados corroboram com os achados de alta atividade 

metabólica em células de C. glabrata formando biofilme (FERREIRA et al., 2013), 

embora sejam divergentes em relação à produção de biomassa. Por outro lado, um 

estudo conduzido por Marcos-Zambrano e colaboradores (2014) verificou resultados 

similares em relação à produção de biomassa e à atividade metabólica no biofilme de 

isolados clínicos de C. glabrata (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). Este padrão de 

baixa biomassa e alta atividade metabólica observado na formação de biofilme em C. 

glabrata foi contrário ao descrito em outras espécies de Candida como C. albicans, C. 

tropicalis e C. parapsilosis (ABI-CHACRA et al., 2013; MARCOS-ZAMBRANO et al., 

2014; ZICCARDI et al., 2015). 

Relações significativas foram encontradas entre a produção de enzimas 

hidrolíticas, tais como esterase e hemolisina, e a formação de biofilme neste estudo. 

Para o nosso conhecimento, não há dados na literatura associando produção de 

enzimas hidrolíticas à formação de biofilme em C. glabrata. Porém, um estudo 

conduzido por Rajendran e colaboradores (2010) observou uma relação significativa 

entre a formação de biofilme e a secreção de enzimas hidrolíticas envolvidas na lise 

de proteínas em amostras de C. albicans isoladas de pacientes diabéticos, porém 

nehuma correlação foi observada em relação à fosfolipase e hemolisina 

(RAJENDRAN et al., 2010). Estes resultados não foram observados em C. glabrata 

(presente estudo), sugerindo que a haja uma variação entre as espécies com relação 

à produção de enzimas hidrolíticas e a formação de biofilme. Mais estudos são 

necessários para comprovar esta hipótese e conhecer mais sobre o envolvimento da 

esterase na formação do biofilme em C. glabrata.  
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Correlacionando a produção de hemolisinas com a formação do biofilme, uma 

diminuição da produção de hemolisinas foi observada à medida que aumentava a 

formação de biofilme, sugerindo que outras estratégias para captação de ferro possam 

estar sendo utilizadadas por C. glabrata durante a formação de biofilme onde, 

provavelmente, aumenta a escassez desse micronutriente. Um estudo desenvolvido 

por Gerview e colaboradores (2017), investigou estratégias de aquisição de ferro por 

C. glabrata e constatou que difere de outros fungos patogênicos como C. albicans, na 

medida em que depende de um conjunto limitado de fontes de ferro do hospedeiro e 

que não foi detectada a atividade da redutase férrica presente na superfície celular. 

Entretanto, uma redução férrica extracelular foi observada em C. glabrata o que, 

possivelmente, compensa a perda da atividade da redutase férrica de superfície que 

está envolvida no mecanismo de aquisição de ferro de alta afinidade (GERWIEN et 

al., 2017).  

Embora os antifúngicos para o tratamento das micoses invasivas possuam um 

amplo espectro de ação, nem todas as infecções fúngicas podem ser tratadas da 

mesma forma (PAPPAS et al., 2016). Algumas espécies de leveduras podem 

apresentar resistência intrínseca ou adquirida a determinados fármacos antifúngicos. 

Por isso, a identificação da espécie e os estudos de suscetibilidade antifúngica são 

importantes para a prática clínica (PAPPAS et al., 2016).  

Entre os agentes antifúngicos utilizados no manejo da candidíase destacam-se 

a anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, isavuconazol, 

equinocandinas e 5-fluorocitosina (PAPPAS et al., 2016). Infelizmente, apenas o 

fluconazol e as equinocandinas têm “novos” pontos de cortes clínicos descritos pelo 

CLSI para C. glabrata (CLSI, 2012). Embora não tenham sido sugeridos pontos de 

corte para a anfotericina B, o documento do CLSI indica que os valores de CIM > 1 

μg/mL são sugestivos de resistência para este fármaco (CLSI, 2008). Os pontos de 

corte clínicos para caspofungina e C. glabrata foram descritos, entretanto, alguns 

estudos têm apontado que o teste de microdiluição de caldo não é adequado para a 

determinação de CIM de caspofungina, uma vez que as diferenças interlaboratoriais 

inexplicáveis são muito comuns para esta droga (ARENDRUP; PERLIN, 2014; BEN-

AMI et al., 2014; PERLIN, 2014). Por isso, a micafungina foi escolhida para verificar 

se os atributos de virulência regulam a resistência às equinocandinas, uma vez que 

este fármaco não levanta os mesmos problemas observados durante a determinação 

in vitro de CIM da caspofungina (PERLIN, 2014). No nosso trabalho, isolados de C. 
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glabrata stricto sensu resistentes a anfotericina B, fluconazol, itraconazol, 

caspofungina ou micafungina foram encontrados. Resultados semelhantes têm sido 

descritos por outros autores na China (LIU et al., 2014), na Itália (MONTAGNA et al., 

2015), no Irã (AMIRRAJAB et al., 2016) e em um estudo global desenvolvido durante 

o programa de vigilância de antifúngicos sentinela 2014 (PFALLER et al., 2017). 

Entretanto, estudos prévios desenvolvidos no Peru (RODRIGUEZ et al., 2017) e no 

Brasil (ALMEIDA et al., 2013; DOI et al., 2016; FORNARI et al., 2016) com um número 

reduzido de isolados de C. glabrata (N=15, N=3, N=11 e N=10, respectivamente) não 

encontraram cepas CIM > 1 µg/mL para anfotericina B e os fármacos caspofungina e 

micafungina não foram testados. 

Entretanto, alguns isolados de C. glabrata stricto sensu foram resistentes tanto 

ao fluconazol quanto a micafungina. Resultados significativos também foram 

encontrados em outros estudos mostrando que os isolados de C. glabrata resistentes 

ao fluconazol também foram resistentes a uma ou mais equinocandinas (PFALLER et 

al., 2012a; ALEXANDER et al., 2013; HOU et al., 2017b). A resistência às 

equinocandinas aumentou de 4,9% para 12,3% entre 2001 e 2010 (ALEXANDER et 

al., 2013) e parece estar associada à prolongada terapia com esses fármacos, bem 

como à presença de mutações no gene FKS (SHIELDS et al., 2012; ALEXANDER et 

al., 2013), enquanto a resistência ao azólico fluconazol aumentou de 18% para 30% 

no mesmo período (ALEXANDER et al., 2013) e pode ser o resultado de uma 

alteração da enzima alvo de lanosterol 14α-desmetilase, seja pela super expressão 

da enzima ou por mutações no seu gene codificante conhecido como ERG11 

(HENRY; NICKELS; EDLIND, 2000) ou pela super expressão de bombas de efluxo 

mediada pela ativação de transportadores ABC ou MFS (SANGLARD et al., 1995; 

CHEN et al., 2007; PAUL; MOYE-ROWLEY, 2014). A resistência a multidrogas como 

a anfotericina B, aos azólicos e às equinocandinas tem sido descrita, principalmente, 

em C. glabrata e, mais recentemente, em C. auris (ARENDRUP; PATTERSON, 2017) 

e o nosso resultado corrobora com esse achado em relação a C. glabrata. Vale 

ressaltar ainda a resistência cruzada entre os azólicos em alguns dos nossos isolados 

de C. glabrata stricto sensu, fato também descrito em outros trabalhos (LIU et al., 

2014; XIAO et al., 2015). 

Neste estudo, a 5-fluorocitosina demonstrou maior atividade antifúngica in vitro 

frente aos isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis em relação 

aos demais fármacos testados, corroborando com outro estudo também desenvolvido  
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no Brasil, em um hospital público do Maranhão, onde todos os isolados de C. glabrata 

(N=4) foram suscetíveis a 5-fluorocitosina. O mesmo perfil de suscetibilidade também 

foi encontrado em 12 isolados de C. nivariensis oriundo de 10 hospitais na China (HOU 

et al., 2017b). Possivelmente, a suscetibilidade de todos nossos isolados frente a 5-

fluorocitosina seja decorrente do fato de que este antifúngico não esteja disponível 

para uso imediato nos hospitais brasileiros, resultando em uma falta de exposição 

prévia dos isolados incluídos neste estudo a 5-fluorocitosina (COSTA et al., 2015). Na 

prática clínica, este fármaco é habitualmente administrado em combinação com outro 

agente antifúngico devido à alta taxa de emergência de resistência durante a 

monoterapia para candidíase (PAPPAS et al., 2016). 

Em um estudo conduzido por Borman e colaboradores, 16 isolados de C. 

nivariensis foram testados para sete antifúngicos, incluindo posaconazol e itraconazol. 

Estes isolados apresentaram valores elevados de CIM (2 e > 16 µg/mL, 

respectivamente) para estes fármacos. Resultado semelhante foi encontrado no 

presente estudo para o posaconazol. Os estudos de Borman e colaboradores (2008), 

Fujita e colaboradores (2007) e de Sharma e colaboradores (2013) também revelaram 

altas CIMs para o fluconazol (64, 128 e 16 µg/mL, respectivamente) e consequente 

resistência para este fármaco. Além disso, não foram encontradas CIM elevadas para 

anfotericina B e voriconazol em C. nivariensis, tal como no presente trabalho (FUJITA 

et al., 2007; BORMAN et al., 2008; SHARMA et al., 2013).  

Valores de pontos de corte epidemiológicos (ECVs) foram determinados para 

Candida spp. pelo método de referência da microdiluição em caldo pelo CLSI para a 

anfotericina B, itraconazol, as equinocandinas, 5-fluorocitosina (PFALLER; DIEKEMA, 

2012), fluconazol, posaconazol e voriconazol (ESPINEL-INGROFF et al., 2014). Os 

ECVs foram estabelecidos para diferenciar cepas tipo selvagem (aquelas sem 

resistência adquirida ou mutações) de cepas tipo não-selvagem (aquelas com 

resistência adquirida ou com mutações). Em relação ao complexo C. glabrata, os 

novos pontos de corte foram definidos somente para C. glabrata até o momento 

(PFALLER; DIEKEMA, 2012; ESPINEL-INGROFF et al., 2014).  

Na ausência de pontos de corte clínicos, os ECVs podem ajudar a caracterizar 

o perfil de susceptibilidade aos diferentes fármacos antifúngicos em Candida spp. e 

assim monitorar a emergência de isolados com mutações que podem levar a uma 

susceptibilidade reduzida ou resistência aos antifúngicos (PFALLER et al., 2012b). 

Baseado nos ECVs, os isolados de C. glabrata stricto sensu foram 
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predominantemente não tipo-selvagem para o voriconazol, seguido do posaconazol 

de acordo com os pontos de corte epidemiológicos estabelecidos por Espinel-Ingroff 

e colaboradores (2014) (ESPINEL-INGROFF et al., 2014). Resultados similares foram 

encontrados em C. glabrata em estudo conduzido por Pfaller e colaboradores (2015) 

(PFALLER et al., 2015).  

Em relação ao perfil de suscetibilidade a quatro classes distintas de 

antifúngicos nas células em suspensão e no biofilme, os fármacos anfotericina B e 

micafungina foram capazes de penetrar a barreira imposta pelo biofilme e inibir o 

crescimento celular de alguns isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu. Enquanto 

a atividade do itraconazol e da 5-fluorocitosina não foi eficiente na presença do 

biofilme frente aos isolados testados. Um estudo sobre a eficácia in vitro da 

anfotericina B, da micafungina e do fluconazol contra os biofilmes de Candida spp., 

incluindo C. glabrata, também constatou a eficácia da anfotericina B mesmo na 

presença do biofilme (KAWAI; YAMAGISHI; MIKAMO, 2017).  

Correlacionando a produção de enzimas hidrolíticas com o perfil de 

suscetibilidade aos antifúngicos (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017) (APÊNDICE 

B), um aumento da produção de esterase em isolados suscetíveis à micafungina foi 

observado neste estudo. Enzimas com a capacidade de degradar quitina também são 

classificadas como esterases (CAUFRIER et al., 2003) e altos níveis de quitina estão 

associados com uma resistência à caspofungina em algumas espécies de Candida 

(WALKER; GOW; MUNRO, 2013). Desconhece-se até que ponto o ensaio de esterase 

em placa utilizado nesse estudo pode também detectar quitina desacetilases ou se a 

expressão de genes para todas as famílias de esterase possuem a mesma regulação 

nos isolados clínicos de C. glabrata. Nossos isolados suscetíveis à micafungina 

produziram mais esterases do que os isolados resistentes, o que poderia estar 

relacionado ao menor teor de quitina em suas paredes celulares devido à degradação 

da quitina. Mais estudos são necessários para verificar esta hipótese. 

A captação de ferro também está envolvida na resistência de Cryptococcus 

neoformans (KIM et al., 2012) e espécies de Candida (PRASAD et al., 2006) ao 

fluconazol. Durante a aquisição da resistência ao fluconazol por uma cepa de C. 

glabrata exposta a concentrações crescentes deste azólico, observou-se também um 

aumento da atividade hemolítica associada à expressão do gene da hemolisina 

(SAMARANAYAKE et al., 2011). Portanto, supõe-se que as cepas resistentes ao 

fluconazol expressam mais hemolisinas, como foi observado no nosso estudo para 
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fluconazol e também para o itraconazol, outro azólico. Uma vez que um número 

significativo de resistência cruzada entre fluconazol e itraconazol não foi observado 

em nosso estudo, poderíamos sugerir que os mecanismos que levam ao aumento da 

resistência ao itraconazol conferido pelo ferro são independentes daqueles que 

causam resistência ao fluconazol. Surpreendentemente, também foi observado que 

as expressões de hemolisinas foram mais elevadas em isolados de C. glabrata 

resistentes à micafungina. Um efeito sinérgico entre a micafungina e o deferasirox, um 

quelante de ferro, foi descrito para Phytium insidiosum, sugerindo que o ferro aumenta 

a resistência a essa equinocandina (ZANETTE et al., 2015). Nossos resultados 

sustentam que um mecanismo semelhante possa ocorrer em C. glabrata. Em suma, 

a captação de ferro está associada não só à resistência ao fluconazol em C. glabrata, 

mas também à resistência a outros azólicos como o itraconazol, além das 

equinocandinas, como a micafungina. Esses resultados estimulam o desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas envolvendo a depleção de ferro, já descritas para 

C. albicans (KOBAYASHI et al., 2011), para o tratamento de infecções invasivas por 

C. glabrata. 

Este estudo contribuiu para um melhor entendimento dos fatores de virulência 

relacionados à patogenicidade das espécies C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis, 

além do conhecimento do perfil de suscetibilidade aos fármacos antifúngicos dessas 

espécies. A associação entre alguns atributos de virulência e a regulação da 

resistência antifúngica encoraja o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

envolvendo mecanismos de virulência como potenciais alvos para o desenvolvimento 

de uma droga efetiva para o tratamento de infecções por C. glabrata. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Candida nivariensis foi pela primeira vez descrita no Brasil. Entretanto, a 

frequência de isolamento de C. glabrata stricto sensu foi bem maior do que C. 

nivariensis neste estudo.  

 

 C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis apresentaram algumas características 

fenotípicas distintas, mas não suficientes para discriminar uma espécie da outra, 

sendo necessária a identificação molecular pelo sequenciamento da região ITS1-

5.8S-ITS2. 

 

 C. glabrata stricto sensu foi capaz de produzir em diferentes níveis enzimas 

hidrolíticas extracelulares, tais como aspártico protease, fitase, esterase, 

hemolisina e catalase, assim como C. nivariensis, com exceção de esterase e 

hemolisina. 

 

 C. glabrata stricto sensu foi capaz de formar biofilme, em geral, com baixa 

produção de biomassa e alta atividade metabólica, tal como C. nivariensis. 

 

 A formação de biofilme foi influenciada pelo meio de cultura, visto que atividade 

metabólica foi mais elevada no meio RPMI1640 do que no meio YNB 

suplementado com 0,2% glicose entre os isolados clínicos de C. glabrata stricto 

sensu. 

 

 5-fluorocitosina foi o fármaco mais eficaz in vitro frente a todos os isolados 

clínicos de C. glabrata stricto sensu e o isolado clínico de C. nivariensis nas células 

em suspensão. 

 

  Resistência tanto ao fluconazol quanto à micafungina foram encontradas em 

C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis.  

 

 Resistência a multidrogas como anfotericina B, fluconazol e micafungina foi 

encontrada em um isolado de C. glabrata stricto sensu 
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 Anfotericina B e micafungina foram os fármacos mais eficazes frente aos 

isolados clínicos de C. glabrata stricto sensu na presença do biofilme. 

 

 Relações significativas foram encontradas entre a produção de determinadas 

enzimas hidroliticas e o perfil de suscetibilidade aos antifúngicos testados, bem 

como entre a produção de enzimas hidrolíticas e a formação de biofilme em C. 

glabrata stricto sensu. 
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APÊNDICE A – Artigo 1. First Description of Candida nivariensis in Brazil: Antifungal 
Susceptibility Profile and Potential Virulence Attributes.  
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APÊNDICE B – Artigo 2. Relationship between the Antifungal Susceptibility Profile and 
the Production of Virulence-Related Hydrolytic Enzymes in Brazilian Clinical Strains of 
Candida glabrata. 
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ANEXO A – Intervalo da concentração inibitória mínima para os diferentes fármacos 
antifúngicos frente às cepas de referência de C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei 
ATCC 6258. 
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ANEXO B – Critérios de interpretação para testes de susceptibilidade antifúngica de 
Candida spp para 5-fluorocitosina e itraconazol (Protocolo M27-S3; CLSI, 2008). Para 
as equinocandinas e para o voriconazol novos pontos de corte clínico foram definidos 
(Protocolo M27-S4; CLSI 2012). 
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ANEXO C – Critérios de interpretação para testes de susceptibilidade antifúngica de 
Candida spp para o fluconazol e voriconazol (protocolo M27-S4; CLSI, 2012). 
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ANEXO D – Critérios de interpretação para testes de susceptibilidade antifúngica de 
Candida spp para as equinocandinas (protocolo M27-S4; CLSI, 2012). 
 

 

 

 


