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RESUMO

 
O objetivo deste estudo foi avaliar a presença de C. dubliniensis dentre isolados bucais de 

pacientes com diabetes mellitus do tipo I (n=39) e II (n=36), hansenianos (n=38) e sob 

qumioterapia para o câncer de mama (n=30) e de respectivos indivíduos controle pareados 

quanto à idade, gênero e condições bucais. Um total de 479 isolados previamente 

identificados por testes fenotípicos (formação de tubo germinativo, produção de 

hifas/pseudohifas/clamidoconídeos, fermentação e assimilação de carboidratos) e 

identificadas como C. albicans/C. dubliniensis foram incluídos no estudo. A existência de C. 

dubliniensis dentre os isolados foi analisada usando protocolo validado de PCR multiplex. 

Foi também realizado estudo de patogenicidade experimental utilizando camundongos em 

modelo de infecção sistêmica, objetivando comparar a virulência e cinética de infecção de C. 

dubliniensis com outras espécies do gênero Candida. Um isolado (0.002%) de C. 

dubliniensis foi detectado entre os isolados do grupo controle. Esta espécie não foi 

encontrada dentre os isolados dos outros grupos de pacientes. C. dubliniensis foi menos 

virulenta para camundongos em relação a C. albicans e C. tropicalis e mais virulenta do que 

C. krusei. O estudo da cinética de infecção mostrou infecção persistente no rim e no fígado 

mesmo após 21 dias da inoculação de C. dubliniensis. Conclui-se que a detecção de C. 

dubliniensis dentre os isolados clínicos foi baixa e observada apenas no grupo controle. C. 

dubliniensis foi menos virulenta para camundongos que C. albicans e C. tropicalis e causou 

infecção prolongada no rim e no fígado. 

 

Palavras-chave: Candida dubliniensis, quimioterapia, diabetes, câncer, patogenicidade. 



1 INTRODUÇÃO 

A incidência de infecções fúngicas tem aumentado 

dramaticamente nas últimas duas décadas e estas têm sido consideradas 

doenças de importância crescente54,63,183. O aumento alarmante da 

freqüência destas infecções é relacionado principalmente ao uso de 

fármacos antimicrobianos de largo espectro, corticosteróides, agentes anti-

tumorais, e aumento no número de pacientes imunocomprometidos63. Em 

pacientes com AIDS, receptores de transplantes medulares ou sob 

quimioterapia anti-neoplásica agressiva, espécies do gênero Candida são 

causas importantes de mortalidade e morbidade34. 

Recentemente, observou-se um aumento da importância de 

espécies de Candida não-albicans como patógenos oportunistas, em 

particular C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei54,63,56,184. A causa para esta 

mudança epidemiológica ainda não está esclarecida, no entanto, acredita-se 

que a profilaxia antifúngica com azóis em pacientes com neutropenia 

induzida por quimioterapia, terapia prévia a transplantes de medula óssea e 

para a prevenção de candidose orofaríngea em pacientes HIV-positivos pode 

ter contribuído de maneira importante54,199.  

Dentro deste contexto, Candida dubliniensis chama atenção. 

Esta foi inicialmente descrita por Sullivan et al.202 na Irlanda, possui muitas 

características fenotípicas semelhantes a C. albicans e é mais 

freqüentemente isolada de pacientes HIV-positivos. Relatos subseqüentes 

revelaram a identificação de C. dubliniensis em diversas partes do 

mundo94,132,201. Poucos estudos brasileiros relataram o isolamento desta 

nova espécie. Milán et al.139 descreveram o primeiro isolamento de C.

dubliniensis. Alves et al.11 referiram o isolamento de 3 casos de candidose 



causadas por esta espécie no sul do Brasil. Milán et al.140 avaliaram 108 

pacientes brasileiros com AIDS e candidose orofaríngea, dentre os quais 

apenas 3 apresentaram C. dubliniensis.  

Considerando que C. dubliniensis mostrou níveis diminuídos 

de suscetibilidade aos agentes antifúngicos azólicos152,163 e capacidade de 

desenvolver resistência ao fluconazol em curto período de tempo in

vitro111,197, o estudo desta espécie ganha relevância. 

Vários relatos da literatura indicam que C. dubliniensis é mais 

freqüentemente isolada de pacientes HIV-positivos, no entanto, relatos sobre 

sua prevalência em indivíduos com outras doenças sistêmicas são mais 

raros. Relatou-se que a ocorrência desta espécie em pacientes diabéticos 

insulino-dependentes em população mista tipo I e tipo II foi de 14,1% 

indivíduos positivos para C. dubliniensis226. Porcentagem inferior foi 

observada por Manfredi et al.121 (3,6%), analisando pacientes insulino-

dependentes do tipo I e do tipo II em grupos independentes. Belazi et al.29 

analisou pacientes com diabetes do tipo II e respectivos controles na Grécia 

e não detectaram C. dubliniensis.   

A ocorrência de C. dubliniensis em pacientes sob 

quimioterapia para câncer em estágio avançado e de localizações diversas 

foi de 5% em dois estudos diferentes23,59. Estudos sobre a microbiota bucal 

de pacientes com hanseníase são escassos na literatura. Reichart et al.174 

relataram a presença aumentada de C. krusei na cavidade bucal de 

pacientes hansenianos, porém não detectaram C. dubliniensis.  

C. dubliniensis é raramente identificada como causa de 

infecção sistêmica201, sugerindo que esta possa ser menos virulenta que C.

albicans. Estudos in vivo com animais de experimentação relataram que 

animais inoculados com C. dubliniensis apresentaram taxa de sobrevivência 

mais elevada quando comparados àqueles inoculados com C. albicans82,201.  



A mucosa bucal é a porta de entrada primária para a maioria 

dos patógenos oportunistas, incluindo espécies de Candida189. Assim, a 

prevenção de infecções superficiais bucais é considerada importante devido 

ao seu possível papel no desenvolvimento de infecções sistêmicas que 

podem estar associadas com mortalidade aumentada. Estudos são 

necessários para aumentar o conhecimento sobre os fatores de risco para 

candidose em populações específicas de pacientes que auxiliem no 

desenvolvimento de guias para profilaxia e tratamento das infecções 

fúngicas189,231.  

Com a crescente incidência clínica das infecções causadas 

pelas leveduras do gênero Candida, particularmente por espécies não-

albicans, a compreensão de sua epidemiologia e patogenicidade é de grande 

valia e importância. Tendo em vista a identificação mais recente de C. 

dubliniensis e sua relatada resistência aumentada a alguns antifúngicos, 

acredita-se ser imprescindível o estudo aprofundado desta espécie.  

Assim, o presente estudo foi delineado no sentido de avaliar 

a prevalência de C. dubliniensis em populações de pacientes HIV-negativos 

portadores de doenças sistêmicas, avaliar a suscetibilidade aos antifúngicos 

e produção de exoenzimas dos isolados de C. dubliniensis obtidos e a 

patogenicidade in vivo desta espécie.  

 

 



3  PROPOSIÇÃO 

Os objetivos do presente estudo foram: 

 

a) comparar a presença de C. dubliniensis na cavidade bucal 

de pacientes diabéticos do tipo I e II, pacientes sob 

quimioterapia para o câncer de mama e poliquimioterapia 

para a hanseníase com respectivos grupos controle 

pareados;  

 

b) avaliar a produção de exoenzimas e suscetibilidade aos 

antifúngicos dos isolados de C. dubliniensis obtidos;  

 

c) estudar a patogenicidade in vivo utilizando modelo murino de 

infecção sistêmica de C. dubliniensis em relação a espécies 

Candida não-albicans, utilizando análise de sobrevivência;  

 

d) estudar a cinética de infecção de C. dubliniensis em relação 

a espécies não-albicans em modelo murino de infecção 

sistêmica. 



4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Aspectos éticos 

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de São José dos 

Campos/UNESP sob os protocolos nº 056/2001-PH/CEP (Patogenicidade 

experimental), 081/2003 (pacientes sob quimioterapia) e 094/2003 (pacientes 

diabéticos) e 021/2005 (pacientes hansenianos) (Anexos A, B, C, D e E).  

4.2 Grupos de estudo 

A etapa de isolamento das amostras de leveduras do gênero 

Candida foi realizada previamente a partir de pacientes diabéticos do tipo I e 

II, sob quimioterapia para tratamento do câncer de mama e sob 

poliqumioterapia (PQT) para tratamento da hanseníase, e os respectivos 

grupos controle pareados quanto ao gênero, idade e condições bucais 

(relacionados aos fatores predisponentes locais para a candidose bucal: 

utilização de próteses e aparelhos ortodônticos).  

 Para todos os grupos, a coleta de amostra clínica e 

identificação fenotípica dos isolados seguiu a metodologia descrita a seguir. 

A coleta de material da cavidade bucal foi realizada por meio de 10 ml de 

solução fisiológica esterilizada (NaCl a 0,85%) tamponada com fosfato (PBS 



0,1 M e pH 7,2) contida em um recipiente universal estéril descartável. Os 

indivíduos realizaram bochecho com a solução durante um minuto, 

devolvendo-a a seguir para o mesmo recipiente, os quais foram mantidos em 

uma bolsa térmica com gelo até serem transportados para o laboratório de 

Microbiologia da Faculdade de Odontologia de São José dos 

Campos/UNESP, respeitando-se o período máximo de três horas entre 

coleta e processamento das amostras. 

As amostras de enxágüe bucal foram centrifugadas por 10 

minutos, a 8.000 g e o sobrenadante foi descartado. O depósito foi 

ressuspendido em 2,5 ml de PBS e misturado em agitador de tubos (Vortex) 

por 30 segundos, produzindo assim uma suspensão homogênea. A partir 

desta, foram obtidas diluições de 10-1 e 10-2 em solução fisiológica (NaCl 

0,85%). A partir de cada amostra (suspensão de concentração final e 

diluições) foi semeado 0,1 ml em duplicata em placas de Petri contendo ágar 

Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol (vixmicina, União Química 

Farmacêutica Nacional) na concentração de 0,1 mg/ml de meio de cultura. A 

alíquota excedente de enxágüe bucal foi esterilizada e descartada. 

As placas foram incubadas a 37°C pelo período de 48 horas. 

Quando não houve crescimento, estas foram incubadas por mais 5 dias a 

temperatura ambiente. Após o crescimento, as colônias foram examinadas 

quanto às características morfológicas (tamanho, forma e superfície) e 

contadas para o cálculo de unidades formadoras de colônia por mililitro 

(UFC/ml). A partir das colônias características foram obtidos esfregaços 

corados pelo método de Gram. Quando da observação na microscopia de 

células ovaladas, grandes, Gram-positivas, com ou sem brotamento, 

sugestivas de Candida spp., quatro colônias foram repicadas para tubos 

contendo ágar Sabouraud dextrose que foram incubadas a 37°C por 48 

horas e a seguir mantidas a 4°C para posterior identificação.  



Para a caracterização das amostras foram realizadas provas 

de formação de tubo germinativo em soro bovino, microcultivo em agar 

fubá/Tween 80, fermentação e assimilação de carboidratos, de acordo com 

Sandvén182 e Williams & Lewis224. Os isolados de C. albicans/C. dubliniensis 

foram selecionados para a identificação molecular. 

A seguir, está descrita a caracterização dos grupos de estudo 

incluídos no presente estudo.  Os isolados foram previamente obtidos a partir 

da cavidade bucal de 162 indivíduos distribuídos nos seguintes grupos: 

 

4.2.1 Pacientes diabéticos  

 

a) Diabetes tipo I: foram incluídos neste grupo 39 pacientes de ambos os 

gêneros e faixa etária entre 09 a 27 anos. Para o grupo controle foram 

incluídos 39 indivíduos não diabéticos pareados quanto ao gênero, 

idade e condições bucais a cada paciente do grupo diabetes do tipo I; 

b) Diabetes tipo II: foram incluídos neste grupo 37 pacientes de ambos 

os gêneros e faixa etária de 37 a 78 anos. Para o grupo controle foram 

incluídos 37 indivíduos não diabéticos pareados quanto ao gênero, 

idade e condições bucais a cada paciente do grupo diabetes do tipo II. 

 

Os pacientes diabéticos foram selecionados dentre os pacientes 

em tratamento nos seguintes centros: Unidade Básica de Saúde (UBS) Vila 

Tatetuba, UBS da Vila Maria, Unidade de Especialidades de Saúde (UES), 

Clínica de Apoio a Pacientes Diabéticos, Hospital Policlin, localizados na 

cidade de São José dos Campos-SP. Além disso, foram selecionados 

pacientes durante a 7ª Campanha Nacional gratuita em Diabetes - ANAD 



(Associação Nacional de Assistência ao Diabético), realizada em São Paulo-

SP em setembro de 2005.  

Os indivíduos do grupo controle foram selecionados nos 

seguintes locais: Escola Estadual de 1° e 2° grau “João Cursino”, SESC - 

São José dos Campos, Programa UNATI - UNESP (Universidade da terceira 

idade) e clínicas do Departamento de Prótese e Materiais Dentários da 

Faculdade de Odontologia de São José dos Campos. 

  Os critérios de exclusão adotados estão detalhados no item 

4.2.4. 

 

 

4.2.2 Pacientes sob quimioterapia para o tratamento de câncer de mama 

 

 

Foram incluídos no estudo 30 pacientes do sexo feminino do 

Instituto de Oncologia do Vale (São José dos Campos, SP) com idades entre 

23 e 54 anos sob tratamento quimioterápico para tratamento do câncer de 

mama composto por ciclofosfamina, metotrexato e 5-fluorouracil (CMF) por 

no mínimo 60 dias. O grupo controle foi composto por 30 indivíduos não 

portadores de câncer de mama e que não estavam sob tratamento 

quimioterápico pareados aos pacientes do grupo teste quanto à idade, 

gênero e condições bucais, pacientes das clínicas da Faculdade de 

Odontologia de São José dos Campos/UNESP. 

Os critérios de exclusão adotados estão detalhados no item 

4.2.4. 

 

 

 

 



4.2.3 Pacientes sob antibioticoterapia para o tratamento da hanseníase 

 

 

Foram incluídos no presente estudo 38 indivíduos, com idade 

10 a 89 anos, diagnosticados clinicamente como portadores de hanseníase 

multibacilar, confirmados pelo exame baciloscópico que estivessem sob 

poliquimioterapia (PQT) por no mínimo 45 dias, nos serviços ambulatoriais da 

U.E.S. (Unidade de Especialidades de Saúde) de São José dos Campos, 

Unidade de Referências e Especialidades (U.R.E.) de Jacareí, Policlínica 

Municipal de Taubaté e Centro de Saúde II - Dr. Odilon Miranda Souza de 

Caçapava, todos pertencentes ao Sistema Único de Saúde (SUS). Para o 

grupo controle, foram selecionados 38 indivíduos sistemicamente saudáveis 

com perfil semelhante (quanto à idade, sexo e condições bucais), dentre os 

idosos assistidos no Lar Frederico Ozanan, do Lar São Vicente de Paula, 

Jacareí e os pacientes das clinicas da Faculdade de Odontologia de São 

José dos Campos – UNESP. 

Os critérios de exclusão adotados estão detalhados no item 

4.2.4. 

 

 

4.2.4 Critérios de exclusão 

 

 

Foram adotados como critérios de exclusão comuns a todos 

os grupos de estudo: indivíduos fumantes, gestantes, portadores de outras 

doenças sistêmicas associadas e aqueles que estavam sob tratamento com 

fármacos que alteram o fluxo ou composição salivar (anti-colinérgicos, anti-

histamínicos, anti-parkinsônicos, alcalóides de beladona e antidepressivos 

tricíclicos; e opióides; segundo Feio & Sapeta68).  ou que haviam feito 



tratamento com antibiótico (exceto para grupo hanseníase, PQT) ou 

antifúngico nos últimos 45 dias anteriores a coleta.  

Para o grupo diabético, foi considerado critério de exclusão 

índices de HbA1c >9% (baixo grau de controle glicêmico; segundo Chávez et 

al.51) na última avaliação médica, sendo que estes dados foram obtidos a 

partir do prontuário do paciente.  

Para o grupo de pacientes com câncer de mama, foram 

excluídas também pacientes sob quimioterapia por menos de 60 dias.  

Para o grupo hanseníase, foram excluídos também 

pacientes diagnosticados clinicamente como portadores de hanseníase 

paucibacilar e portadores de hanseníase multibacilar com uso de 

poliquimioterapia por período inferior a 45 dias. 

 

 
 
4.3 Isolados  

Foram incluídos neste estudo um total de 479 isolados de 

Candida albicans/C. dubliniensis distribuídos nos grupos de acordo com a 

Tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 1 – Número de isolados de Candida albicans/C. dubliniensis incluídos 
no estudo de acordo com a distribuição nos grupos 

Grupos Número de isolados 

Diabetes mellitus tipo I 96 

Controle diabetes mellitus tipo I 41 

Diabetes mellitus tipo II 61 

Controle diabetes mellitus tipo II 71 

Câncer de mama 81 

Controle câncer de mama 68 

Hanseníase 44 

Controle hanseníase 17 

Total de isolados 479 

 

 

4.4 Identificação genotípica de C. dubliniensis 

 

 

Para a identificação genotípica, as amostras fenotipicamente 

identificadas como C. albicans/C. dubliniensis foram submetidas a reação em 

cadeia da polimerase (PCR), de acordo com a metodologia proposta por  

Donnelly et al.61 e Mähn  et al.120. 

Os isolados foram inicialmente semeados em ágar Sabouraud 

dextrose e incubadas por 24h a 37°C. A seguir, uma pequena porção de 

cada crescimento foi coletada, com o auxílio de ponteira esterilizada 

(universal amarela com capacidade de 20-200 μl, marca Axygen), e 

transferida a um tubo plástico (Eppendorf) contendo 75 μl de solução de 

zimoliase (Sigma) 0,5 mg/ml em solução de sorbitol 1M. Os tubos foram 



centrifugados a 8.000 g./4°C (Eppendorf 5804R, Eppendorf) por 1 minuto. 

Em seguida, os tubos foram mantidos em banho-maria a 95°C por 10 

minutos para a extração do DNA das amostras. Decorrido este período, as 

amostras foram novamente centrifugadas a 8.000 g./4°C por 15 minutos, e 

armazenadas em congelador a 0°C. 

Para a PCR foram utilizados dois pares de iniciadores, sendo o 

primeiro par os universais Uni-f: 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAA-3’ e o 

Uni-r: 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’; e o segundo par de primers 

específicos para C. dubliniensis, DUBF Act-f: 

5’GTATTTGTCGTTCCCCTTTC-3’ e DUBR Act-r: 5’-

GTGTTGTGTGCACTAACGTC-3’. A amplificação foi realizada em 

termociclador automático (PTC-100, MJ Research Inc.) em 10 l de volume 

final, incluindo 1 l da amostra de DNA extraído, 0,2 μl de cada iniciador 

(primer), 5,0 l Master Mix (Promega) e 3,2 μl de água MiliQ esterilizada.  

Foram utilizados PCR strip tubes (Axygen). As condições de amplificação 

foram: 95°C por 3 minutos, 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, 58°C por 30 

segundos, 72°C por 60 segundos e extensão final a 72°C por 10 minutos.  

Uma alíquota de 3 l da amostra amplificada foi ressuspendida 

em igual volume de tampão de amostra (0,25% azul de bromofenol, 0,25% 

xileno cianol e 15% Ficoll) e analisada por eletroforese em gel de agarose a 

1% em TBE (0,89 M Tris-Base, 0,89 M ácido bórico, 20 mM EDTA, pH 8,0) 

acrescido de 3 l de brometo de etídeo (10 mg/ml), sendo a migração feita a 

110 V, por período de aproximadamente 30 minutos (Subcell System, Bio 

Rad). Como padrão de peso molecular foi utilizado o Ladder 100 pb (Gibco, 

BRL). Em todas as reações foram incluídas as amostras de C. albicans 

(ATCC 18804) e C. dubliniensis (CD33) como controle da reação. O gel foi 

visualizado em transiluminador ultra-violeta (Foto/UV 26, Fotodyne Inc.)  e 

fotografado para documentação (DC290 Zoom 2.1 Mpixel, lente 49 mm). 



4.5 Avaliação da sensibilidade aos antifúngicos  
              

 

As amostras foram testadas quanto à sensibilidade in vitro às 

drogas antifúngicas de acordo com o método de microdiluição proposto pelo 

National Committee for Clinical Laboratory Standards /Clinical Laboratory 

Standards Institute (NCCLS/CLSI147). Para obtenção do inóculo as amostras 

de Candida spp. foram cultivadas em ágar Sabouraud dextrose e incubadas 

durante 48 h a 37°C. Após este período, foram selecionadas cinco colônias 

com diâmetro superior a 5 mm e suspensas em solução salina esterilizada 

(NaCl 0,85%) obtendo-se uma concentração inicial de 1-5 x 106 células/ml, 

por comparação da turvação com escala padronizada. Posteriormente, a 

suspensão foi diluída em 1:2000 em meio sintético RPMI 1640 tamponado a 

pH 7,0 com MOPS (ácido morfolinopropanosulfônico) para se obter uma 

concentração final de 0,5 x 103 a 2,5 x 103 células/ml.  

Os antifúngicos anfotericina B (Sigma Chemical Company, St 

Louis, MO, USA), fluconazol (Vivência farmácia de manipulação, 

Pindamonhangaba, SP), cetoconazol (Vivência farmácia de manipulação, 

Pindamonhangaba, SP) e 5-fluorocitosina (Sigma Chemical Company, St 

Louis, MO, USA), foram usados para os testes de susceptibilidade. As 

drogas anfotericina B e cetoconazol foram solubilizadas em dimetil sulfóxido 

(DMSO), enquanto fluconazol e 5-flucitosina foram solubilizadas em água 

destilada esterilizada. Os antifúngicos foram preparados nas seguintes 

concentrações: 320 g/ml para anfotericina B, 1000 g/ml para 5-flucitosina, 

1250 g/mL para fluconazol, 640 g/ml para cetoconazol. As soluções foram 

diluídas em meio sintético RPMI de forma a se obter concentrações finais 

que corresponderam as seguintes faixas de intervalo, referidas na literatura 

como padrão de susceptibilidade de Candida spp.: 4 a 0,02 g/ml para 



anfotericina B, 64 a 0,02 g/ml para cetoconazol e 5-flucitosina e 128 a 0,02 

g/ml para fluconazol (Sutton et al.203). 

Para a realização da técnica de microdiluição foram utilizadas 

placas de acrílico com 96 orifícios de fundo chato e com tampa. Em cada 

orifício foram dispensados 100 L da concentração do antifúngico e 100 l do 

inóculo da amostra-teste. As placas foram incubadas a 37ºC e as leituras 

foram realizadas após 24 e 48 h. As placas com anfotericina B foram 

cobertas com papel alumínio para proteção contra a luz. Foram incluídos 

controle de crescimento de todas as cepas e controle de esterilidade de cada 

diluição testada. 

 Após o período de incubação, os títulos foram determinados 

visualmente pela comparação com o crescimento do controle. Para a 

anfotericina B, a concentração inibitória mínima (CIM) foi definida onde se 

observou 100% de inibição de crescimento fúngico. Para o fluconazol, 

cetoconazol e 5-fluorocitosina, a CIM foi definida onde houve a mais baixa 

concentração que resultou em 80% de inibição do crescimento fúngico. 

 Candida parapsilosis ATCC 22019 foi usado como controle de 

qualidade para todos os experimentos. Os pontos de corte considerados 

para os fármacos testados para a classificação dos isolados como 

susceptíveis ou resistentes estão apresentados na Tabela 2. Para 

anfotericina B (< 1 = S,  2 = R) e cetoconazol (< 8 = S,  16 = R) foram 

adotados os parâmetros propostos por Sutton et al.203. 

 
 
 
 
 
 
 
 



Tabela 2 - Pontos de corte para interpretar os testes de suscetibilidade em 
leveduras. Dados em g/ml. (Segundo NCCLS/CLSI147) 

 
antifúngico sensível S-DD Intermediária Resistente 

fluconazol >8 16-32 - >64 

itraconazol <0,125 0,25-0,5 - >1 

5-fluorocitosina <4 - 8-16 >32 

 

 

 

4.6 Produção de exoenzimas  

4.6.1 Produção de fosfolipase 

 

 

A determinação da produção de fosfolipase foi realizada de 

acordo com Polak167, utilizando-se o meio de cultura composto por ágar 

malte (Difco) contendo 1 M de cloreto de sódio, 0,005 M de cloreto de cálcio 

e acrescido de emulsão de gema de ovo a 2%. A cepa testada foi inoculada 

por picada e as placas incubadas a 37°C por 5 dias. Os testes foram 

realizados em triplicata. Após este período foi realizada a mensuração dos 

diâmetros dos halos e colônias. 

A atividade fosfolipásica foi expressa como valores de Pz, ou 

seja, a razão entre o diâmetro da colônia e o diâmetro desta somada ao halo 

de precipitação, de acordo com Price & Cawson169 e Price et al.170. O 

resultado final foi o valor de Pz médio obtido a partir de 3 provas realizadas. 

 

 



4.6.2. Produção de proteinase 

A produção de proteinase foi realizada de acordo com Aoki et 

al.17 e Rüchel et al.176, utlizando-se meio de cultura ágar malte (Difco) 

adicionado de soro albumina bovina (BSA Fraction V, Sigma). Além disso, foi 

preparado 120 ml de uma solução contendo 0,08 g sulfato de magnésio 

(Fluka), 1 g fosfato de potássio (Fluka), 0,4 g extrato de malte (Difco), 8 g 

glicose (Fluka), 2 g cloreto de sódio (pH 3,5). Cem mililitros desta solução 

foram adicionados a 280 ml de ágar malte e o meio de cultura foi 

autoclavado a 120°C por 15 minutos.  

Um grama de soro albumina bovina (BSA, Sigma) dissolvido 

em 20 ml da solução descrita anteriormente e acrescido de 2,5 ml de 

Protovit® (Roche) foi esterilizado por filtração. Esta solução foi adicionada ao 

meio de cultura na temperatura de cerca de 50°C. 

Cada amostra em crescimento de 24h foi inoculada por picada 

na superfície do meio de cultura e as placas incubadas a 37°C por 5 dias. 

Após este período de incubação foram realizadas as leituras. Cada amostra 

foi testada 3 vezes e a atividade proteinásica também foi expressa como 

valores de Pz como descrito anteriormente. 

  

 

4.7 Patogenicidade experimental  

 

A avaliação da patogenicidade experimental foi realizada 

segundo Almeida7.  

 



 

4.7.1 Comparação da virulência in vivo de C. dubliniensis com outras 

espécies do gênero Candida 

Nesta etapa do estudo foram incluídas no estudo as amostras 

de C. albicans (ATCC 18804), C. dubliniensis (NCPF 3108), C. tropicalis 

(ATCC 13803) e C. krusei (ATCC 6258).   

Foram utilizados 20 camundongos Swiss (10 machos e 10 

fêmeas), com 35 dias de idade (25-30 g) para cada espécie de Candida a ser 

testada. Os animais foram criados no biotério da Faculdade de Odontologia 

de São José dos Campos/UNESP. O inóculo foi baseado em Kwon-Chung et 

al.117, preparado a partir de amostras semeadas em ágar Sabouraud 

dextrose (Difco) e incubadas a 37°C por 48h. A seguir, o crescimento foi 

ressuspenso em 10 ml de solução fisiológica esterilizada (NaCl 0,85%) 

seguindo-se centrifugação por 5 minutos a 8.000 g a 4°C. Foram realizadas 

mais três lavagens com solução fisiológica esterilizada nas mesmas 

condições. O sedimento foi então ressuspenso em solução fisiológica 

esterilizada e padronizado por espectofotometria (Shinadzu modelo UV – 

1203, Kyoto – Japão) de maneira a obter uma suspensão contendo 1x108 

células por mililitro (530 nm, =0,284). 

Os animais foram inicialmente anestesiados com solução 

aquosa a 2% de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3tiazina 

(Rompum, Bayer) associada a ketamina base (Dopalen, Agribrands do Brasil 

Ltda), na proporção de 1:0,5 ml/100 g de peso do animal. Após anestesia, os 

camundongos foram inoculados por via intravenosa com 2,0 x 106 células por 

animal da suspensão padronizada. Os animais foram mantidos em condições 



habituais de biotério com ração comercial e água e observados diariamente 

por até 35 dias quanto ao comportamento e morte. 

 

 

4.7.2 Comparação da virulência in vivo de isolados clínicos de C. dubliniensis 

e Candida albicans 

 Foram incluídos nesta etapa do estudo os seguintes isolados clínicos: 

C. dubliniensis 97519, 97464, 97040 e 97487; C. albicans PN 74, PN 69, PN 

60 e PN 33. As amostras de C. dubliniensis foram doadas pelos Drs. José 

Pontón e Guillermo Quindós (Universidade Del País Vasco, Espanha), foram 

isoladas da cavidade bucal de pacientes HIV positivos e previamente 

identificados geneticamente (Mosca et al.145). As amostras de C. albicans 

foram previamente isoladas da cavidade bucal de indivíduos controle, 

identificados geneticamente e pertencentes à Micoteca da Faculdade de 

Odontologia de São José dos Campos/UNESP. Para cada isolado a ser 

testado, foram utilizados lotes de 10 camundongos Swiss, machos com 35 

dias de idade (25-30g) para cada espécie de Candida a ser testada. 

Os procedimentos de anestesia, inoculação, manutenção e 

observação foram os mesmos descritos no item 4.7.1. 



4.7.3 Comparação da cinética de infecção de C. dubliniensis com outras 

espécies de Candida 

 

 

Esta etapa do estudo foi realizada segundo metodologia descrita por 

Shimizu188 e Almeida7. Foram utilizadas as amostras de C. albicans (ATCC 

18804), C. dubliniensis (NCPF 3108), C. tropicalis (ATCC 13803) e C. krusei 

(ATCC 6258), sendo o inóculo e os procedimentos de anestesia os mesmos 

descritos anteriormente.  

Cada amostra foi inoculada em grupos de 25 camundongos Swiss, 

com 35 dias de idade (25-30 g). Após um período de 6h, 3, 7, 14 e 21 dias da 

inoculação, grupos de 5 animais foram sacrificados. Sob condições 

assépticas, foram removidos de cada animal os seguintes órgãos: fígado, 

baço, rins, pulmões e cérebro. Após pesagem, cada órgão foi macerado 

manualmente em cálice e pistilo esterilizados e homogeneizados em 1,5 ml 

de solução fisiológica esterilizada. A partir desta suspensão, foram feitas 

diluições decimais até 10-5 e 0,1 ml de cada diluição foram semeados, em 

duplicada, em placas contendo ágar Sabouraud dextrose (Difco), sendo as 

mesmas incubadas a 37°C por 48h. Após este período, foram realizadas 

contagens das colônias, sendo calculada a média do número de colônias das 

duas placas. O número de unidades formadoras de colônia (UFC) por grama 

de órgão foi transformado em logaritmo de base 10 (log UFC). 

 

 

4.8 Análise dos resultados 

A comparação da estimativa de sobrevivência dos 

animais foi realizada utilizando o método estatístico da análise de 



sobrevivência de Kaplan-Meier (teste log-rank, 5%), onde se aplicou como 

hipótese nula “a distribuição dos tempos de sobrevivência são idênticas nos 

dois grupos”.  

A comparação da estimativa de sobrevivência dos animais 

após inoculação com C. albicans (ATCC 18804, PN74, PN 69, PN60 e PN 

33) ou C. dubliniensis (NCPF 3108, 97519, 97040, 97487, 97464), foi 

realizada utilizando o método estatístico de análise de sobrevivência de 

Kaplan-Meier de duas formas: a primeira analisou os resultados com as 

amostras de C. albicans e C. dubliniensis duas a duas, gerando valores de p 

e L e a segunda considerou todos os resultados obtidos com as amostras 

das espécies em teste em conjunto.  

Nas comparações, convencionou-se sempre considerar como primeiro 

grupo amostras de C. albicans e segundo grupo amostras de C. dublliniensis. 

Quando o valor de L foi negativo, o segundo grupo apresentou maior tempo 

de sobrevivência em relação ao primeiro. 



5 RESULTADOS 
 

 

5.1 Prevalência de C. dubliniensis nos grupos de estudo 

 

 

Dentre os 479 isolados analisados, foi confirmada 

genotipicamente a presença de uma amostra de C. dubliniensis proveniente 

da cavidade bucal de um indivíduo controle do grupo quimioterapia. 

A Figura 1 mostra o gel representativo de isolados identificados 

genotipicamente como C. albicans, assim como a amostra clínica de C. 

dubliniensis detectada. Os fragmentos universais apresentaram 

aproximadamente 610 pares de base (pb), sendo, portanto visualizadas as 

bandas em C. albicans e C. dubliniensis. O par de primers específicos para 

C. dubliniensis resultaram em fragmentos de 288 pb, resultando em uma 

segunda banda visível exclusivamente para esta espécie.  

Os demais géis onde foram observados somente padrões 

característicos de C. albicans para todas as demais amostras testadas estão 

apresentados em materiais complementares. 



 

 

Figura 1 – Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA amplificados por 
PCR usando primers C. dubliniensis específicos DUBF/DUBR e os 
primers universais para fungos Uni-f/Uni-r. Os perfis apresentados 
correspondem a: C. albicans ATCC 18804 (canaleta 1); C. dubliniensis 
CD 33 (canaleta 2); isolado clínico diabetes mellitus 142 (canaleta 3); 
isolado clínico diabetes mellitus 220 (canaleta 4); isolado clínico 
controle quimioterapia GCQ 29C (canaleta 5); isolado clínico 
quimioterapia Q 11B (canaleta 6); isolado clínico controle quimioterapia 
GCQ 19B (canaleta 7) e isolado clínico quimioterapia 28d (canaleta 8); 
P- padrão de peso molecular (Ladder 100pb, Gibco).  
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5.2 Avaliação da sensibilidade aos antifúngicos em C. dubliniensis

As amostras de C. dubliniensis CD33 e NCFP 3108 foram 

utilizadas como cepas de referência. Observou-se que tanto estas quanto C.

dubliniensis GCQ 29C foram sensíveis a todos os antifúngicos testados 

(Tabela 2).   

A amostra controle de qualidade Candida parapsilosis ATCC 

22019 apresentou resultados dentro dos limites recomendados pelo 

NCCSL/CLSI para fluconazol = 0,25 g/ml; 5-fluorocitosina = 0,25 g/ml; 

cetoconazol = 0.12 g/ml e anfotericina B= 1,0 g/ml. 
 

Tabela 2 – Valores de concentração inibitória mínima (MIC), em g/ml, obtidos para 
os isolados de C. dubliniensis testados 

 
Antifúngicos Isolados 

 GCQ 29 CD33 NCPF 3108 

fluconazol 0,5 1,0 0,25 

5-fluorocitosina 0,25 0,125 0,06 

cetoconazol 0,125 2,0 0,5 

anfotericina B 1,0 0,5 0,5 

 

 

 

5.3 Produção de exoenzimas por C. dubliniensis

Foram incluídas como controle as amostras 16A (não produtora 

de fosfolipase e proteinase) e 25D (fortemente produtora de fosfolipase e 

proteinase), pertencentes à coleção de amostras do laboratório de 



Microbiologia da FOSJC/UNESP. Foram testado o isolado C. dubliniensis 

GCQ 29C e as amostras de referência C. dubliniensis CD33 e NCPF 3108.  

Foram observados os resultados apresentados na Tabela 3. A 

amostra C. dubliniensis GCQ 29C, assim como as amostras de referência 

CD 33 e NCPF 3108 não produziram fosfolipase e proteinase. 

 

Tabela 3 – Valores médios de Pz observados nos testes de produção de 
fosfolipase e proteinase  

 
Amostras Enzimas (Pz ) 

 Fosfolipase proteinase 

C. dubliniensis GCQ 29C 1,0 1,0 

C. dubliniensis CD 33 1,0 1,0 

C. dubliniensis NCPF 3108 1,0 1,0 

C. albicans 16A* 1,0 1,0 

C. albicans 25D** 0,18 0,38 

 
*Amostra controle não produtora de enzimas; ** amostra controle fortemente 
produtora de fosfolipase e proteinase 

5.4 Patogenicidade experimental 

5.4.1. Comparação da virulência in vivo de C. dubliniensis com outras 

espécies do gênero Candida 

Nenhum dos camundongos machos inoculados com a amostra 

C. dubliniensis NCPF 3108 morreu após 35 dias de observação. Dentre os 



animais fêmeas foi registrada apenas 1 morte após 24 horas da inoculação. 

Nenhum dos animais apresentou alterações de postura ou de 

comportamento.  

Um total de 6 camundongos machos morreram após inoculação 

com amostra de C. albicans ATCC 18804. A maior parte das mortes ocorreu 

entre o 12° e o 15° dias após a inoculação (n=5), a outra ocorrência foi 

observada após 24 horas da inoculação. Após 21 dias da inoculação, um 

animal apresentou a cabeça inclinada para o lado esquerdo e outro 

apresentou-se excitado, movimentando-se rapidamente. Dentre as fêmeas, 

um total de 3 animais morreram durante o período de observação (12º dia, 

16º dia e 20 º dia após a inoculação). A partir do 14º dia, 3 animais 

apresentaram a cabeça inclinada para a esquerda e movimentação em 

círculos aumentada com relação aos demais, sendo que mantiveram estas 

observações até o final do período de observação. 

Dentre os camundongos machos inoculados com C. tropicalis, 

um morreu após 24 dias após a inoculação. Após 12 dias da inoculação, 1 

animal apresentou a cabeça inclinada para a direita e dois com inclinação 

para a esquerda. Dentre as fêmeas, 2 animais morreram após 24 dias da 

inoculação. Três animais apresentaram a cabeça inclinada para a direita 

após 12 dias da inoculação. 

Nenhum dos camundongos machos e fêmeas morreram após 

inoculação com C. krusei. Nenhuma alteração postural ou comportamental foi 

registrada. 

O número de animais mortos após inóculo das diferentes 

espécies testadas durante o período experimental está apresentado na 

Figura 2. 
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FIGURA 2 - Número acumulado de animais mortos, após inoculação de Candida 
dubliniensis, C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, em função do 
tempo após a inoculação de 20 animais. 

 

5.4.2 Comparação da virulência in vivo de isolados clínicos de C. dubliniensis 

e C. albicans 

 

 

Os resultados obtidos no estudo da patogenicidade 

experimental de isolados clínicos de C. dubliniensis e C. albicans estão 

apresentados na Figura 3 e 4. 

Nenhum dos animais inoculados com as amostras de C.

dubliniensis 97519 e 97487 morreu nos 35 dias de observação. Dois animais 

morreram 6 dias e 29 dias após a inoculação com C. dubliniensis 97464. 



Dezoito dias após a inoculação com C. dubliniensis 97040, 1 animal morreu. 

Nenhuma alteração postural ou comportamental foi registrada nestes grupos. 

Um total de 7 animais morreram após inoculação de C. albicans 

PN 74 (n=1 em 2º, 4º, 12º dias e n=4, no 8º dia) . Após 7 dias da inoculação, 

2 animais apresentaram a cabeça inclinada para a direita, sendo que um 

deles continuou com esta característica até o final do período de observação. 

Quatro animais morreram após inoculação de C. albicans PN 69 (n=2, 8º e 

21º dias; n=1, 24º dia).  

Após inoculação de C. albicans PN 60, um total de 8 animais 

morreram (n=1, 6º, 8º, 11º e 14º dias; n=2, 15º e 20º dias). Sete animais 

morreram após inoculação com C. albicans PN 33 (n=1, 9º, 12º e 15º dias; 

n=2, 19º e 33º dias).  
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FIGURA 3 - Número acumulado de animais mortos, após inoculação de quatro 
isolados clínicos de Candida albicans (PN 74, PN 69, PN 60 e PN 
33), em função do tempo após a inoculação de 10 animais e período 
de observação de 35 dias. 
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FIGURA 4 - Número acumulado de animais mortos, após inoculação de quatro 
isolados clínicos de Candida dubliniensis (97519, 97464, 97040 e 
97487), em função do tempo após a inoculação de 10 animais e 
período de observação de 35 dias. 

Para fins comparativos, na análise estatística os resultados obtidos 

para as amostras padrão (ATCC 18804 e NCPF 1308) foram considerados 

juntamente com os resultados obtidos para as amostras clínicas. A 

comparação da estimativa de sobrevivência dos animais após inoculação 

com C. albicans (ATCC 18804, PN74, PN 69, PN60 e PN 33) ou C.

dubliniensis (NCPF 3108, 97519, 97040, 97487, 97464), utilizando o método 

estatístico de análise de sobrevivência de Kaplan-Meier, foi realizada de 

duas formas: a primeira analisou os resultados com as amostras de C.

albicans e C. dubliniensis duas a duas, gerando valores de p e L, 



apresentados na Tabela 2; a segunda considerou todos os resultados 

obtidos com as amostras em conjunto.  

 Os resultados obtidos para as análises entre as amostras de C. 

albicans e C. dubliniensis duas a duas estão apresentados na Tabela 2. 

Observou-se que quase todas as comparações indicaram que animais 

inoculados com C. dubliniensis tiveram tempo de sobrevivência 

estatisticamente superior ao observado quando do inóculo de C. albicans, 

exceção feita às comparações C. dubliniensis 97464 x C. albicans PN 74, C. 

dubliniensis 97464 x C. albicans PN 60 e C. dubliniensis 97040 x C. albicans 

PN 60.

 A segunda análise, tomando os dados em conjunto, demonstrou haver 

diferença estatisticamente significativa (p-valor = 0,0001) (Figura 5). Sendo 

que animais inoculados com C. dubliniensis tiveram tempo de sobrevivência 

significativamente mais longo quando comparado com C. albicans. 



Tabela 4 – Valores de p e L obtidos para a análise de sobrevivência de Kaplan-

Meier (teste log-rank) obtidos para a comparação entre as amostras de Candida 

albicans e Candida dubliniensis analisadas duas a duas 

 Candida albicans 

Candida 
dubliniensis 

ATCC 18804 PN 74 PN 69 PN 60 PN 33 

NCPF 3108 L = -5,95 

p = 0,0001 

L = -2,805 

p = 0,0055 

L = -3,592 

p = 0,0003 

L = -2,307 

p = 0,0210 

L = -4,014 

p = 0,0000 

97519 L = -2,534 

p = 0,0024 

L = -2,945 

p = 0,0001 

L = -2,791 

p = 0,0015 

L = 2,453 

p = 0,0054 

L = -3,086 

p = 0,0004 

97464 L = -2,593 

p = 0,0035 

L = - 1,539 
p = 0,123 

L = -2,20 

p = 0,0277 

L = -0,942 
p = 0,346 

L = -2,601 

p = 0,0093 

97040 L = -3,607 

p = 0,0003 

L = -1,961 

p = 0,0499 

L = -2,777 

p = 0,0054 

L = -1,493 

p = 0,1352 

L = -3,085 

p = 0,0024 

97487 L = -2,6999 

p = 0,0014 

L = -3,093 

p = 0,0001 

L = - 2,707 

p = 0,0065 

L = -2,707 

p = 0,0122 

L = -2,597 

p = 0,0321 

*Valores negativos de L indicam que o segundo grupo (C. dubliniensis) apresentou 
tempo mais longo de sobrevivência; os valores marcados em negrito não foram 
estatisticamente significativos (p>0,05). 



 
FIGURA 5 - Candida albicans (ATCC 18804 e amostras clínicas PN74, PN 

69, PN60 e PN 33) versus Candida dubliniensis (NCPF 3108, 
97519, 97040, 97487, 97464). Comparação da estimativa de 
sobrevivência dos animais, utilizando o método estatístico da 
análise de sobrevivência de Kaplan-Meier  (p-valor = 0,0001). 

 
 
 
 

5.5 Comparação da cinética de infecção de C. dubliniensis com 
outras espécies de Candida

Os resultados obtidos para a avaliação da cinética de 

infecção de C. dubliniensis em relação a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, 

expressos em valores de UFC/g de órgão, estão apresentados na Figura 6. 

Os resultados individuais estão apresentados no Apêndice A.  



a) C. dubliniensis NCPF 3108: O número de UFC de C. dubliniensis isolados 

do baço foi o mais baixo quando comparado às demais espécies, 

chegando à eliminação total após 21 dias. No fígado, os valores iniciais 

foram similares aos de C. tropicalis e C. krusei e inferiores aos de C.

albicans, observando-se diminuição lenta do número de UFC/g sem 

chegar à eliminação total após 21 dias. No cérebro, o número de UFC 

também sofreu diminuição nos primeiros 14 dias, porém sofreu aumento 

no 21º dia. Para o pulmão, contagens muito elevadas foram observadas 

após 6 horas, porém estes valores diminuíram drasticamente durante o 

período experimental. Padrão de isolamento completamente diferente foi 

observado em relação ao rim, onde observou-se a contagem mais baixa 

de C. dubliniensis em relação às demais espécies após 6 horas e 

aumento marcante no número de células isoladas até o 21° dia (7020 

UFC, 6 horas; 5.855.010 UFC, 21 dias).  

 

b) C. albicans ATCC 18804: Observou-se que o número de células de C. 

albicans isoladas a partir do baço após 6 horas foi muito elevado 

(102.450 UFC/g) em relação aos demais grupos (C. tropicalis – 24.720, C.

krusei – 61.260; C. dubliniensis = 3.780). No entanto, verificou-se que 

com o passar do tempo, houve tendência de diminuição acentuada neste 

número chegando a 825 UFC após 21 dias. A mesma tendência de 

isolamento muito alto e forte queda posterior nas contagens de C.

albicans foi observada para o fígado, cérebro e pulmão. As observações 

feitas a partir do rim nos animais inoculados com cepa desta espécie 

mostraram isolamento alto após 6 horas (111.300 UFC/g) que diminuiu no 

3º dia e chegou a um pico elevado (209.365,5 UFC/g) no 7º dia. Após 



este período, as contagens se reduziram drasticamente, porém não 

chegaram à eliminação total. 

 

c) C. krusei (ATCC 6258): Um padrão comum de diminuição das contagens 

de células de C. krusei foi observado quando do isolamento a partir do 

baço, fígado, rim e pulmão, culminando na eliminação total do 

microrganismo após 21 dias. Para o cérebro, também foi observado 

aumento do número de UFC após 3 dias e posterior diminuição até 

valores reduzidos no período de 21 dias. 

 

d) C. tropicalis (ATCC13803): As contagens de UFC a partir do baço e 

pulmão foram baixas e chegaram a zero no período de 21 dias. No 

fígado, esta redução também foi observada entre o período de 6 horas e 

3 dias, com sucessivo aumento após 7 dias e novamente retomando a 

tendência de diminuição até a eliminação completa após 21 dias. No 

cérebro, estas contagens se elevaram após 3 dias mas também se 

reduziram drasticamente até a eliminação completa após 21 dias. No rim, 

este aumento foi observado no 14º dia, seguido de redução, porém sem 

chegar à eliminação total.  
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FIGURA 6 – Número de unidades formadoras de colônia por grama do órgão (log 

UFC; baço, cérebro, fígado, pulmão e rim) obtido em cada tempo de 
sacrifício (6 horas = 0,25 dias, 3, 7, 14 e 21 dias) após a inoculação 
de C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniensis e C. albicans.  



6 DISCUSSÃO 

6.1 C. dubliniensis e delineamento do estudo 

O estudo de C. dubliniensis tem atraído muita atenção nos 

últimos anos151. Dados epidemiológicos advindos do avanço do estudo 

desta nova espécie, assim como a caracterização de seu padrão de 

suscetibilidade aos antifúngicos podem explicar este crescente interesse. 

Desta forma, esta espécie que foi inicialmente considerada 

um patógeno oportunista em pacientes HIV positivos em 1995202 tem sido 

isolada, nos últimos anos, a partir de vários sítios anatômicos e pacientes 

com diferentes condições clínicas. C. dubliniensis tem sido isolada a partir 

de pacientes imunocomprometidos80,94,156,185 assim como de indivíduos 

imunocompetentes50,98,109. Da mesma forma, esta espécie tem sido 

isolada de pacientes com candidose bucal e também de pacientes sem 

evidências clínicas da doença40,54,96,109,134,205.  

C. dubliniensis tem sido gradativamente relacionada a casos 

de doenças invasivas em pacientes com diferentes condições clínicas98. 

Com efeito, a ocorrência de candidemia por C. dubliniensis tem sido 

relatada em várias partes do mundo2,40,46,49,98,146, fazendo com que esta 



espécie tenha parte importante no cenário das infecções fúngicas na 

atualidade. Estudos retrospectivos sobre a ocorrência desta espécie em 

hemoculturas foram realizados nos Estados Unidos. Sancak et al.181 

relataram que 2,6% dos isolados de hemoculturas previamente 

identificados como C. albicans eram na realidade C. dubliniensis. 

Porcentual inferior (0,9%) foi encontrado em estudo semelhante em 

hemoculturas dos anos de 1998 a 2000 por Hajjeh et al.89 (2004). Jabra-

Rizk et al.98 Relataram que 7% dos casos de hemoculturas positivas 

analisados em seu estudo eram relacionadas a C. dubliniensis, sendo que 

este porcentual foi superior a de outras espécies do gênero Candida (C.

tropicalis 5,7%, C. krusei 2% e C. lusitaniae 1%).  

Analisando a literatura, alguns aspectos parecem estar bem 

estabelecidos quanto a C. dubliniensis. Em relação à sua ocorrência no 

mundo, vários relatos2,66,80,105,111,123,140,205,208,209 indicam uma distribuição 

global. Por outro lado, muitos outros aspectos relacionados a C.

dubliniensis parecem não estar completamente elucidados. Segundo 

Jabra-Rizk et al.94, muito ainda deve ser esclarecido sobre o estado de 

portador de C. dubliniensis. Um dado que chama atenção é que apesar 

desta espécie apresentar muitas similaridades fenotípicas com C.

albicans, descritas por Sullivan et al.197,200,202, esta parece ser um 

constituinte mais raro da microbiota bucal163. 



A maioria dos relatos na literatura versam sobre a ocorrência 

desta espécie em indivíduos HIV-positivos e com AIDS sendo que os 

relatos em pacientes com outras doenças sistêmicas são mais raros. Da 

mesma forma, observamos que os dados sobre os fatores de virulência e 

patogenicidade de C. dubliniensis também não são freqüentes. 

Considerando-se estas observações, o presente estudo foi delineado no 

sentido de avaliar a presença desta espécie em pacientes diabéticos do 

tipo I e II, pacientes sob quimioterapia para o tratamento do câncer de 

mama e poliquimioterapia para o tratamento da hanseníase. Também 

objetivamos avaliar a produção de exoenzimas e suscetibilidade aos 

antifúngicos dos isolados de C. dubliniensis obtidos.  

Estudos in vivo utilizando camundongos sugeriram que C.

dubliniensis é menos virulenta que C. albicans82,201. Contudo, não se observa 

na literatura comparando a virulência para camundongos de C. dubliniensis 

com outras espécies do gênero Candida. Assim, o estudo buscou ainda 

avaliar a patogenicidade in vivo utilizando modelo com animais de 

experimentação de C. dubliniensis em relação a espécies Candida não-

albicans, utilizando análise de sobrevivência e cinética de infecção.  



6.2 Seleção dos grupos de estudo 

Um efeito comum e clinicamente significativo de desordens 

médicas e seus tratamentos é a alteração da função e integridade da 

mucosa bucal e estruturas relacionadas, tais como glândulas salivares, 

papilas gustativas e periodonto189. Estas manifestações podem ser 

resultado de doenças que levam ao imunocomprometimento e resultam 

em diminuição da resposta do hospedeiro às infecções, ou sequelas do 

próprio tratamento como úlceras, produção diminuída de saliva e 

mudanças na microbiota bucal16,99. 

As complicações causadas pelas doenças e seu tratamento 

podem induzir desconforto e dor, interferir na nutrição, administração de 

fármacos, aumento das internações e custos hospitalares e em alguns 

pacientes até mesmo septicemias com risco de morte231. Uma 

complicação comum é a candidose bucal que produz morbidade e em 

certas circunstâncias mortalidade aumentada67. Segundo Ship et al.189, a 

mucosa bucal é a porta de entrada primária para diversos patógenos 

oportunistas, incluindo espécies de Candida. O estabelecimento de fatores 

de risco para candidemia tem sido feito em pacientes não-

imunocomprometidos e também em criticamente doentes, sendo que a 

colonização, exposição anterior ou concomitante a antibióticos, 



neutropenia, acesso vascular e outros procedimentos cirúrgicos e falência 

renal são citados como fatores de risco63. 

Desta forma, a prevenção de infecções superficiais é 

considerada importante devido ao seu possível papel no desenvolvimento 

de infecções sistêmicas que podem estar associadas com mortalidade 

aumentada231. Segundo Ship et al.189, estudos são necessários para 

aumentar o conhecimento sobre os fatores de risco para candidose em 

populações específicas de pacientes que auxiliem no desenvolvimento de 

guias para profilaxia e tratamento das infecções fúngicas. 

Dentro deste contexto, acreditamos ser de grande 

importância a infestigação da epidemiologia de C. dubliniensis em 

populações específicas, principalmente considerando os relatos de níveis 

menores de suscetibilidade aos agentes antifúngicos azólicos152,163 e 

capacidade de desenvolvimento de resistência ao fluconazol111,197. 

Relatos da literatura sustentam a hipótese de que as 

infecções fúngicas bucais são associadas à maior mortalidade em 

pacientes com câncer, particularmente aqueles com doenças 

hematológicas23,189. Considerando que casos de candidemia por C.

dubliniensis têm sido relatados em pacientes com neutropenia induzida 

por quimioterapia134, acreditamos que dados epidemiológicos sobre a 

presença de C. dubliniensis nestes pacientes sejam de grande interesse. 



Na literatura existem dois estudos que verificaram a presença de C.

dubliniensis em pacientes com câncer, contudo as populações estudadas 

se caracterizavam por apresentar neoplasias em estágio avançado com 

localizações diversas. Davies et al.59 estudaram 120 pacientes que 

recebiam tratamento paliativo para o câncer avançado, sendo que os 

diagnósticos incluíam câncer de mama, brônquios, próstata, intestino e 

língua. Por outro lado, Bagg et al.23 estudaram população composta por 

pacientes com câncer de pulmão, traquéia e brônquios, mama, próstata, 

cólon, boca, pâncrease, esôfago, estômago, ovário e outros, também sob 

tratamento paliativo para o estágio avançado da doença. Em ambos os 

estudos, os autores observaram isolamento de C. dubliniensis  a partir de 

isolados bucais. Analisando estes dados, acreditamos que o estudo 

focado para uma população com neoplasia em local comum, com 

tratamento quimioterápico padronizado poderia trazer dados importantes 

em relação à epidemiologia de C. dubliniensis. Assim, somando-se o fato 

de que as estatísticas mostram que o câncer de mama é o mais 

prevalente dentre as mulheres brasileiras43, selecionamos como grupo de 

estudo mulheres com câncer de mama sob tratamento composto por 

ciclofosfamina, metotrexato e 5-fluorouracil.  

Estudo retrospectivo em adultos com diabetes e candidemia 

relatou a emergência de Candida não-albicans como a causa mais 



frequente e pode estar relacionada com a mortalidade em pacientes 

diabéticos189. Relata-se que pacientes diabéticos são mais suscetíveis a 

infecções e a ocorrência de candidose bucal é mais elevada quando 

comparada a indivíduos controle14,60,67.  

Em estudos seqüenciais, Willis et al.225,226 relataram o 

primeiro isolamento de C. dubliniensis a partir de amostras bucais de 414 

pacientes diabéticos insulino-dependentes. Apesar de dados interessantes 

a respeito da presença da referida espécie na cavidade bucal de pacientes 

com candidose bucal, os autores não relataram o tipo de diabetes 

estudado nem a idade dos indivíduos incluídos no estudo, o que limitou a 

interpretação dos dados. Outro estudo121 incluiu pacientes com diabetes 

do tipo I e II em seu estudo formando um único grupo e também observou 

isolamento de C. dubliniensis a partir de amostras bucais, contudo utilizou 

como grupo controle, relatos prévios da literatura de pacientes não-

diabéticos.  Belazi et al.29 analisou 128 pacientes com diabetes do tipo II e 

respectivos controles na Grécia e não encontraram C. dubliniensis. Assim, 

acreditamos que um estudo incluindo populações distintas de diabéticos 

do tipo I e II, com controle glicêmico similar, com relação aos respectivos 

grupos controle pareados poderia gerar informações importantes sobre a 

prevalência de C. dubliniensis. 



Um outro grupo de estudo que julgamos ser de interesse foi 

o de pacientes com hanseníase. Um único estudo sobre a microbiota 

fúngica bucal nestes pacientes relatou elevado número de isolados de C. 

krusei174 e ausência de C. dubliniensis. No estudo de nosso grupo, o maior 

isolamento de C. krusei não foi observado149. A diferença de resultados 

pode estar relacionada às características das populações estudadas, já 

que o estudo anterior174 relatou ter avaliado uma população advinda de 

uma comunidade fechada, com pouco contato com o exterior, com dieta e 

hábitos específicos. 

A coleta de amostra bucal clínica foi realizada segundo 

preconizado por Samaranayake et al.180. Estes autores reportam que a 

técnica de coleta por swab é considerada menos confiável do que a de 

enxague bucal. Ship et al.189 também preconizam a técnica do enxague 

bucal concentrado para o acompanhamento micológico da colonização por 

fungos. Segundo Williams e Lewis224, as técnicas de imprint e swabs têm 

sido indicadas na presença de lesões localizadas e a técnica de enxague 

bucal tem como vantagem a possibilidade de quantificação de vários 

microrganismos simultaneamente, porém não permite localizar o sítio 

exato da infecção dentro da cavidade bucal.  



6.3 Método de diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis 

A seleção do método de diferenciação genética entre C. 

albicans e C. dubliniensis constituiu-se numa das etapas iniciais do 

estudo. Sancak et al.181 salientou a importância da correta diferenciação 

entre estas duas espécies para a compreensão do significado clínico e do 

papel epidemiologia da espécie mais recentemente descrita.  

Vários estudos anteriores pesquisaram métodos fenotípicos 

para a diferenciação de C. albicans e C. dubliniensis8,94,107,164, porém, 

concluíram que nenhum destes isoladamente é capaz de distinguir 

satisfatoriamente as duas espécies120,151. Mähnß et al.120 considera que o 

problema na diferenciação por métodos fenotípicos parece não ser a 

detecção de C. dubliniensis mas a habilidade de C. albicans se encaixar nas 

características que parecem ser típicas de C. dubliniensis.  

No presente estudo, testamos o teste proposto por Pinjón et 

al.165 de crescimento diferencial a 45°C como método presuntivo de 

diferenciação entre as espécies. Estes autores verificaram que nenhuma C.

dubliniensis cresceu a esta temperatura e apenas 1 amostra de C. albicans 

não cresceu e indicaram-na como sendo um meio simples, confiável e barato 

para diferenciação. Para tanto, foram testadas 96 isolados C. albicans/C.

dubliniensis (grupo diabetes tipo I), 41 do grupo controle diabetes tipo I, 61 



do grupo diabetes tipo II e 71 controle diabetes tipo II. Após a realização dos 

testes, observou-se respectivamente em cada grupo 13, 3, 7 e 7 isolados 

sugestivos de C. dubliniensis. Comparando-se estes resultados com os 

obtidos na identificação genotípica onde nenhuma amostra de C. dubliniensis 

foi detectada, optou-se pela realização da PCR para todos os isolados C.

albicans/C. dubliniensis. Estes resultados estão de acordo com relatos 

anteriores em que somente algumas amostras que não cresciam a esta 

temperatura eram de fato C. dubliniensis66,76,212,181. Os dados obtidos 

corroboram a observação de Capriles et al.45 de que o método de 

crescimento a 45°C isolado não é suficientemente confiável para a 

diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis.  

Milán et al.140 também relataram que a identificação de C.

dubliniensis pode ser determinada de modo inequívoco apenas utilizando-se 

métodos moleculares adequados. Apesar disso, existem na literatura estudos 

que relatam C. dubliniensis identificadas fenotipicamente sem confirmação 

genotípica. Us e Cengiz212 acreditam que é necessária a combinação de pelo 

menos 5 métodos fenotípicos para o diagnóstico exato de C. dublininesis e 

utilizaram formação de clamidoconídeos, crescimento a 42°C e 45°C, 

característica morfológica em CHROMagar e crescimento em Staib agar. 

Fotedar e Hedaithy75 relataram identificação por métodos fenotípicos 

utilizando crescimento a 45°C, crescimento em ágar fubá e Staib agar, 



característica morfológica em CHROM agar, sistema API 20C AUX e 

sorotipagem. Yücel e Kantarcioglu223 utilizaram formação de tubo germinativo 

e clamidoconídeos em ágar girassol creatinina, fluorescência em ágar com 

azul de metileno 0,01%, crescimento a 37°C, 42°C e 45°C, testes de 

assimilação.  

Dentre as técnicas moleculares descritas relata-se na literatura 

a eficácia de métodos como a PFGE197, RAPD198 e utilização de sondas 

específicas. No entanto, a PCR tem sido citada como uma potencial 

alternativa, principalmente devido à rápida execução28,138,200.  

O estabelecimento do protocolo de diferenciação molecular 

baseou-se nos estudos de Donnelly et al.61 e Mähnß et al.120. Estes autores 

utilizaram par de iniciadores C. dubliniensis específicos e iniciadores 

universais para a execução da PCR.  No que se refere à extração de DNA 

das amostras, Donnely e Mahn preconizaram a fervura a 95°C por 10 

minutos seguida por centrifugação a 20.000 g por 5 minutos a 4°C, sendo 

utilizado o sobrenadante para a amplificação. Em nosso estudo, testes 

preliminares mostraram que o método de extração por fervura proposto era 

eficaz para a utilização imediata das amostras, porém a utilização após 

período adicional (superior a 2 meses) era comprometida pela rápida 

degradação do material. Desta forma, optou-se por utilizar extração com 



zimoliase em tampão 1M sorbitol, que nos forneceu um material mais 

estável. 

 

6.4 Prevalência de C. dubliniensis 

Os resultados deste estudo avaliando outras condições 

sistêmicas (diabetes, câncer de mama e hanseníase) corroboram os relatos 

anteriores de baixa prevalência desta espécie em nosso país, já que C. 

dubliniensis não foi detectada dentre os isolados analisados.    

Estudos realizados no Brasil mostram que a prevalência dos 

isolados de C. dubliniensis parece ser mais baixa nesta região em relação 

a países da Europa e Estados Unidos. Milán et al.140 avaliou 108 pacientes 

brasileiros com AIDS e verificou que 3 destes (2,7%) eram portadores de 

C. dubliniensis no momento da coleta. Da mesma forma, outros autores 

observaram porcentagem baixa (1,15%)11 ou nula56 desta espécie dentre 

isolados bucais de pacientes HIV positivos com candidose bucal (1,15%). 

Chavasco et al.50 isolaram C. dubliniensis da cavidade bucal de 5,4% de 

indivíduos HIV-negativos e positivos com candidose bucal eritematosa 

estudados. Amostras subgengivais de pacientes pediátricos HIV-positivos 

foram analisadas e 5,7% dos indivíduos foram positivos para esta espécie.  



Países como África do Sul (1,5%)32 e Índia (0,7%)88 também 

apresentam baixas ocorrências de C. dubliniensis, com resultados 

comparáveis aos observados em nosso país. Por outro lado, estudos 

realizados na Argentina relataram uma ocorrência elevada (12,96%) de C. 

dubliniensis entre os isolados da região orofaríngea de pacientes HIV 

positivos31.  

De fato,  a prevalência de C. dubliniensis na população tem 

sido muito discutida nos últimos anos na literatura mundial e apresenta 

resultados muito variáveis. Altas porcentagens de pacientes HIV-positivos 

positivos para C. dubliniensis na cavidade bucal têm sido descritas nos 

Estados Unidos (35%)95 and Irlanda (31,7%)200. Outros estudos em pacientes 

HIV-positivos relataram prevalência mais baixa como na África do Sul 

(26,3%) (Blignaut 2007), Estados Unidos 25%133, 20%97 e 17,5%111 e Itália80.  

Segundo Chavasco et al.50, estudos sobre a ocorrência desta 

espécie na população são extremamente importantes para um melhor 

entendimento sobre sua epidemiologia, particularmente na América do 

Sul, onde sua freqüência não é ainda bem conhecida.  

Segundo Faggi et al.66 é difícil explicar a razão para a grande 

variabilidade entre os estudos, sendo possível que o tratamento com 

antifúngicos, especialmente o fluconazol utilizado por longos períodos 

para tratar e prevenir candidoses possa selecionar espécies menos 



suscetíveis como C. albicans. Essa hipótese poderia explicar também a 

alta incidência de C. dubliniensis encontrada em alguns estudos em que 

os pacientes tinham recebido terapia antifúngica111,133,197 e baixas em 

estudos com ausência de tratamento antifúngico prévio66,140. Também é 

possível que C. dubliniensis possa não ser frequente na população e que 

existam áreas geográficas com maior frequência de ocorrência. Também 

não podemos subestimar o fato de que as populações citadas nos vários 

estudos não podem ser comparadas facilmente (idade, diferentes estágios 

de infecção por HIV, presença ou não de candidose bucal, terapia 

antiretroviral ou profilaxia antifúngica com fluconazol, diferentes doenças) 

e os métodos e sítio anatômico da coleta e técnicas de identificações nem 

sempre são os mesmos.  

Quanto ao local anatômico, os estudos sugerem que C.

dubliniensis é um patógeno oportunista predominantemente associado 

com colonização e infecção da cavidade bucal e trato 

superior45,50,80,88,95,111. Mariano et al.123 avaliando 548 isolados 

provenientes de pacientes HIV-positivos e negativos, observou C. 

dubliniensis somente a partir de amostras de orofaringe. C. dubliniensis já 

foi isolado também a partir de sítio periodontal de crianças infectadas pelo 

HIV168. Kim et al.109, estudando crianças de 6 semanas a 19 anos, 

relataram que em contraste com a literatura existente os pacientes não 



estavam primariamente infectados na cavidade bucal, mas em vários 

sítios, particularmente o trato respiratório. 

Dados do mesmo local geográfico apresentam grande 

variação dependendo da população estudada. Estudos realizados no sul 

da África demonstram raro isolamento desta espécie dentre pacientes 

HIV/AIDS adultos33 e prevalência de 26,3% em crianças também 

HIV/AIDS32. Estudo sobre diferenças de prevalência relacionada à raça 

verificou presença de C. dubliniensis em 9% de pacientes brancos HIV-

positivos e 1,5% dentre pacientes negros também HIV-positivos33. Os 

autores sugeriram que esta diferença pronunciada pode ser baseada na 

raça ou ser resultado de diferenças culturais que incluem hábito e dieta. 

Outros estudos investigaram a existência de diferenças genotípicas entre 

os isolados de C. dubliniensis em relação a diferenças étnicas ou raciais 

na população da qual os isolados eram provenientes. Mc Cullough et al.131 

estudando isolados de C. albicans e C. dubliniensis em diferentes 

populações em Israel observaram que não houve diferença entre os 

grupos desta mesma localidade geográfica, contudo o grupo como um 

todo diferiu estatisitcamente dos dados globais. 

Um dado na literatura que nos chama atenção é que a 

ocorrência de C. dubliniensis em hemoculturas parece também ser inferior na 

América do Sul em relação aos Estados Unidos. Enquanto nos Estados 



Unidos têm sido relatados porcentuais entre 0,9%181 e 7%89, um estudo 

chileno verificou um porcentual de 0,02% de ocorrência desta espécie dentre 

os isolados de hemoculturas192. Este porcentual é idêntico ao observado na 

Turquia (0,002%) por Tekeli et al.207. 

A questão da co-colonização por C. dubliniensis e C. albicans e 

outras espécies de Candida tem sido discutida, apesar de nenhuma 

conseqüência clínica ter sido determinada121. Alguns autores225,226 e Manfredi 

et al.121 verificaram a co-colonização de C. dubliniensis com C. albicans. 

Willis et al.225 relataram o isolamento de C. dublilniensis em associação com 

C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. Em nosso estudo, o isolado de C.

dubliniensis encontrado foi proveniente de isolamento em associação com C. 

tropicalis. 

Um dado que chama atenção quanto aos resultados obtidos é 

que C. dubliniensis foi encontrada apenas dentre os isolados dos indivíduos 

controle, ainda que em um porcentual de isolamento muito baixo (0,002%, 

1/479 isolados). Estudo anterior desenvolvido pelo nosso grupo em pacientes 

HIV positivos e grupo controle pareado também observou pequeno 

porcentual de isolamento bucal (4,4%) de C. dubliniensis apenas dentre os 

indivíduos do grupo controle21. Os relatos prévios para indivíduos controle na 

literatura são variáveis. Jabra Rizk95 relatou que nenhuma das 30 crianças 

que denominou de “aparentemente” saudáveis apresentou esta espécie na 

cavidade bucal. Kim et al.109 isolou C. dubliniensis a partir de 13 de um total 



de 205 crianças HIV-negativas. Um porcentual de 16,4% de 55 isolados de 

Candida de adultos brancos HIV-negativos foram identificados como C.

dubliniensis33. Chavasco et al.50 no Brasil identificaram uma amostra de C.

dubliniensis dentre 24 isolados bucais de pacientes HIV-negativos com 

candidose eritematosa.  

No presente estudo, dentre os isolados de pacientes 

diabéticos do tipo I e II, não foi detectada nenhuma amostra de C.

dubliniensis. O primeiro isolamento desta espécie em pacientes diabéticos 

foi relatado por Willis et al.226, que observaram que 50% dos 414 pacientes 

estudados apresentavam C. albicans e C. dubliniensis simultaneamente 

na cavidade bucal. Contudo, os resultados deste estudo podem estar 

superestimados pois a identicação dos isolados foi realizado apenas por 

métodos fenotípicos (produção de clamidoconídeos em agar fubá e 

sistema de identificação ID32C Biomérieux). 

Posteriormente, o mesmo grupo228, que estudando uma 

população de 318 pacientes diabéticos insulino-dependentes na Irlanda, 

verificou que 18,24% eram positivos para esta espécie na cavidade bucal. 

A grande diferença na prevalência na presente amostra em relação ao 

estudo irlandês228 chama atenção. Considerando-se que existem relatos 

sobre a influência dos métodos de coleta no isolamento de leveduras do 

gênero Candida224, nos pareceu necessário comparar os métodos 



utilizados nos dois estudos. Verificou-se que o método utilizado por Willis 

et al.228 é exatamente o mesmo daquele utilizado em nosso estudo 

(técnica do enxágüe bucal concentrado utilizando PBS 0,1M, pH 7,2). 

Estes autores identificaram os isolados por métodos moleculares (RAPD, 

PFGE). 

Os nossos resultados estão de acordo com Belazi et al.29 

que não relataram isolamento de C. dubliniensis a partir de amostras 

bucais de pacientes diabéticos do tipo II. Porcentagem baixa de 

isolamento desta espécie (3,6%) foi observada por Manfredi et al.121, que 

analisaram 137 pacientes diabéticos na Inglaterra, sendo que 56 eram do 

tipo I e 81 do tipo II.  

Manfredi et al.121 sugeriram que a presença de C.

dubliniensis possa estar relacionada a fatores locais, tal como a presença 

de dentina ou esmalte dentário, já que observaram que todos os pacientes 

diabéticos positivos para C. dubliniensis eram dentados totais ou parciais. 

Na população analisada neste estudo, quase a totalidade dos pacientes 

eram dentados parciais, contudo nenhum destes apresentou a referida 

espécie. Por outro lado, considerando-se que no referido estudo apenas 5 

pacientes dentados apresentaram C. dubliniensis numa população de 137 

indivíduos, esta conclusão nos parece precoce.  



Estudos futuros com uma amostra maior de pacientes 

diabéticos brasileiros nos parecem necessários, considerando-se que 

Willis et al.228 sugerem que a habilidade de C. dubliniensis em tornar-se 

resistente ao fluconazol, pode ser um indicativo de que complicação maior 

no tratamento da candidose bucal em pacientes diabéticos. 

Não foram observadas também amostras de C. dubliniensis 

dentre os isolados bucais provenientes de pacientes sob quimioterapia 

para o tratamento do câncer de mama. Estes resultados diferem de 

estudos anteriores, onde esta espécie foi encontrada em baixos 

porcentuais. Contudo, a comparação entre os resultados obtidos neste 

estudo com os relatos anteriores é dificultada pela diferença nas 

condições clínicas e quimioterapia dos pacientes envolvidos. No presente 

estudo, foram incluídos apenas pacientes do sexo feminino com câncer de 

mama sob quimioterapia. As pacientes não haviam sido submetidas à 

terapia com antibióticos ou antifúngicos nos 3 meses que precederam a 

coleta e eram tratadas em ambiente ambulatorial e não-hospitalar. Bagg et 

al.23 estudaram 207 pacientes recebendo tratamento paliativo para 

neoplasias malignas diversas em estágio avançado. De um total de 206 

pacientes com dados registrados sobre antifungicoterapia, 22% receberam 

antifúngicos no mês que precedeu a coleta. A prevalência de C.

dubliniensis encontrada foi baixa (9/194). Porcentual idêntico foi verificado 



por Davies et al.59 em pacientes com câncer avançado sob quimioterapia 

em Londres, sendo que 40% destas tinham câncer de mama. C.

dubliniensis foi a terceira espécie mais frequentemente isolada, 

perfazendo 5% dos isolados.   

Considerando-se que esta espécie já foi correlacionada com 

candidemia em pacientes sob quimioterapia, acreditamos que mais 

estudos nesta população possam gerar dados clínicos importantes. 

Estudos futuros de grupos com outros tipos de neoplasias, assim como 

sob quimioterapia com fármacos diferentes daqueles administrados para o 

câncer de mama são de extrema importância. Além disso, a terapia 

antifúngica empírica utilizando fluconazol é bastante utilizada em 

pacientes com câncer com febre prolongada e neutropenia222. 

Considerando-se os estudos que sugerem que C. dubliniensis tem 

capacidade de desenvolver resistência ao fluconazol em curto período de 

tempo111,197, acreditamos que estudos em pacientes com câncer 

submetidos à terapia antifúngica empírica também sejam interessantes. 

Em relação aos pacientes hansenianos, nossos resultados 

estão de acordo com estudo anterior que não encontrou C. dubliniensis 

dentre um total de 35 isolados estudados174. Neste estudo, os autores 

utilizaram o sistema API LAB Plus (Bio Mérieux) para a identificação. 

Importante salientar também que o mesmo foi desenvolvido em um grupo 



de indivíduos reclusos em uma comunidade fechada com contato mínimo 

com o mundo exterior. A realização de estudos futuros com uma 

população maior de pacientes hansenianos são de grande importância.  

A menor frequência de isolamento de C. dubliniensis em 

relação a C. albicans permanece não elucidada. Stokes et al.196 sugerem 

que a menor aderência de C. dubliniensis ao epitélio humano in vitro e sua 

pobre capacidde de colonizar o trato gastrointestinal podem estar 

relacionadas à sua menor possibilidade de ser um comensal de 

superfícies epiteliais e seu menor isolamento a partir da mucosa bucal de 

pacientes saudáveis. Outro aspecto interessante levantado por estes 

autores é que devido às suas características é possível que a cavidade 

bucal ou o trato gastrointestinal não seja o nicho ambiental ideal para esta 

espécie e que outros sítios anatômicos devem ser investigado quanto a 

sua presença. 

6.5 Sensibilidade aos antifúngicos em C. dubliniensis 

Considerando que a suscetibilidade aos antifúngicos é um dado 

importante para a seleção da conduta terapêutica (Alves et al., 2001), 

acreditamos ser de valia esta avaliação mesmo sendo nossa amostragem 



restrita. Estudos anteriores também testaram pequeno número de amostras, 

tendo em vista o baixo isolamento a partir das populações de 

estudo23,88,123,129,166,160.  

Em nosso estudo, a amostra de C. dubliniensis detectada foi 

sensível aos antifúngicos fluconazol, 5-fluorocitosina, cetoconazol e 

anfotericina B. Estes dados estão de acordo com a maioria dos estudos na 

literatura que relatam alta sensibilidade de C. dubliniensis frente ao 

fluconazol5,80,82,88,123,143,158,160,166,185,173,178,185,191, 5-

fluorocitosina88,160,166,178,185,191, cetoconazol82,166,185,191 e anfotericina 

B5,159,161,466,178,185,191.  

Estudos anteriores relataram sensibilidade de C. dubliniensis ao

itraconazol82,123,159,166,191,223. Por outro lado, alguns autores já relatam baixas 

porcentagens de isolados resistentes ao itraconazol (0-4,6%)75,111,161. 

Quindos et al.171 relataram que 13.8% dos isolados testados eram resistentes 

frente a este fármaco. Odds et al.152 relataram que valores médios de CIM 

para fluconazol, itraconazol e cetoconazol foram mais elevados para C.

dubliniensis que em C. albicans. Quindós et al.171 relataram que cerca de 

25% dos isolados de C. dubliniensis testados eram resistentes ao 

cetoconazol. Isolados resistentes ao cetoconazol também foram observados 

por Yücel e Kantarcioglu223. 



Apesar da maioria dos isolados clínicos de C. dubliniensis 

serem suscetíveis aos azóis, existem relatos de isolados resistentes ou 

sensíveis dependente da dose (SDD) ao fluconazol, provenientes da 

cavidade bucal de pacientes HIV-positivos com candidose orofaríngea 

recorrente e exposição prévia ao fármaco94,111,133,142,143,177. Em particular o 

estudo de Capriles et al.45 chama atenção pelo elevado número de isolados 

resistentes (19%, MIC > 64 μg/ml).  

Sebti et al.185 verificaram isolados com sensibilidade reduzida 

ao fluconazol dentre amostras obtidas de pacientes com AIDS previamente 

expostos ao fármaco. Por outro lado, existe relato de isolado SDD (MIC 32 

μg/ml) obtido a partir de paciente não tratado com fluconazol durante os 12 

meses anteriores à coleta209.  

A substituição de C. albicans por C. dubliniensis em pacientes 

HIV-positivos após tratamento com fluconazol também já foi relatada128,137. 

Redding et al.173, estudando pacientes sob radioterapia para câncer de 

cabeça e pescoço com candidose orofaríngea, verificou que após 1 semana 

de tratamento com fluconazol somente C. dubliniensis pôde ser isolada da 

cavidade bucal e que esta espécie levou duas vezes mais tempo para ser 

erradicada quando comparada com C. albicans. Estes estudos, somados à 

geração de fenótipo estável de resistência ao fluconazol in vitro a partir de 

isolados sensíveis143, fornecem evidências de que C. dubliniensis pode ter 



maior propensão ao desenvolvimento de resistência aos azóis em relação a 

C. albicans128. Schorling et al.184 relataram que o rápido desenvolvimento de 

resistência ao fluconazol por C. dubliniensis poderia explicar a mudança 

epidemiológica e recente emergência desta espécie como patógeno 

oportunista na cavidade bucal de pacientes HIV positivos. Por outro lado, 

Ruhnke et al.177 verificaram a permanência de C. albicans e C. dubliniensis 

resistentes ao fluconazol por 18 meses e que após este período a infecção 

tornou-se não-responsiva ao tratamento mesmo com dose de 400 mg/dia. 

Estes autores sugerem que tanto C. albicans como C. dubliniensis podem 

desenvolver resistência a este fármaco após repetidas exposições. 

Apesar de a maioria dos isolados serem sensíveis a 5-

flurocitosina como relatado anteriormente75 analisando isolados de C.

dubliniensis provenientes de pacientes HIV-negativos, observaram que 43% 

dos isolados resistentes a este fármaco utilizando as metodologias de 

NCCLS e E-test.  Estes autores relatam que nenhum dos pacientes haviam 

recebido tratamento prévio com 5-fluorocitosina e sugerem resistência 

primária destes isolados. 

Dentre os fármacos mais recentes, posaconazol159,192 e 

voriconazol5,88,171, também têm sido relatados como efetivos frente a C.

dubliniensis. Segundo Salgado Parreño et al.178, o voriconazol foi mais 



efetivo do que os outros azóis. Pfaller et al.159 testaram 88 isolados de C.

dubliniensis e verificaram que todas eram sensíveis à caspofungina. 

Com relação ao ponto de corte adotado para anfotericina B, 

apesar de ainda não haver um valor proposto pelo NCCLS, os autores 

sugerem que MIC < 1,0 μg/ml são compatíveis com níveis séricos de 

anfotericina B e relacionados com boa evolução clínica128. Alves et al.8 

relataram que anfotericina B foi o fármaco que exibiu maior atividade in vitro 

frente os isolados incluindo aquelas resistentes ao fluconazol. Quindós et 

al.171 relataram que as novas formulações lipídicas e lipossomais de 

anfotericina B são alternativas ao fluconazol para infecções por C. 

dubliniensis. 

O baixo número de isolados obtidos nos estudos é uma 

limitação para a geração de informações no que tange à sensibilidade aos 

antifúngicos nesta espécie. Acreditamos que estudos multicêntricos com 

maior número de amostras são necessários. 



6.6 Produção de exoenzimas por C. dubliniensis

Com relação à produção de fosfolipase, os nossos resultados estão de 

acordo com observações anteriores já que a amostra de C. dubliniensis 

encontrada não produziu esta enzima. Fotedar e Al-Hedaithy74 que relataram 

que nenhuma das 87 amostras de C. dubliniensis testadas produziu 

fosfolipase. Por outro lado, discordam com resultados de Vidotto et al.216 que 

observaram que todas as 26 amostras testadas produziram fosfolipase.  

A amostra de C. dubliniensis detectada em nosso estudo 

também não produziu proteinase. Os relatos na literatura em relação a este 

fator de virulência são inconclusivos, Vidotto et al.216 relataram que a 

totalidade das 26 cepas testadas produziram esta enzima. Por outro lado, 

Fotedar e Al-Hedaithy74 observaram que a maioria dos 87 isolados testados 

(68%) não produziram proteinase.  

Os relatos com relação à produção de exoenzimas são ainda 

bastante escassos na literatura, e ainda não existe um consenso com 

relação à produção de exoenzimas por C. dubliniensis. Hannula et al.90 

sugeriram que a diferença entre os resultados encontrados na literatura pode 

ser devido ao pequeno número de isolados testados nos estudos e 

diferenças na procedência destas amostras. Concordamos com estes 

autores, principalmente considerando que a taxa de isolamento desta 



espécie foi muito pequena na maioria dos estudos. Apesar do  nosso estudo 

ter detectado apenas um isolado desta espécie, acreditamos que a 

verificação deste fator de virulência poderia trazer alguma contribuição para 

os poucos dados disponíveis na literatura. 

6.7 Patogenicidade experimental

 

O presente estudo sobre a patogenicidade experimental em 

modelo murino objetivando comparar a virulência de C. dubliniensis com 

outras espécies do gênero Candida revelou que C. albicans foi a espécie 

mais virulenta (mortalidade=9/20), seguida por C. tropicalis (mortalidade 

3/20), C. dubliniensis (mortalidade 1/20) e C. krusei (mortalidade 0/20). Os 

resultados obtidos para C. albicans, C. tropicalis e C. krusei estão de acordo 

com estudo anterior que visou classificar o grau de virulência para 

camundongos de diferentes espécies de Candida19. Contudo, relatos sobre a 

virulência comparativa de C. dubliniensis com espécies não-albicans não são 

encontrados na literatura.  

O estabelecimento desta comparação, particularmente em 

relação a C. tropicalis é relevante, já que C. tropicalis vem sendo 

frequentemente citada na literatura como uma espécie não-albicans 



emergente em quadros de candidemia em diferentes populações. Vigoroux 

et al.217 relataram uma inesperada alta incidência de C. tropicalis relacionada 

a candidemia em pacientes com doenças hematológicas em um hospital 

francês. Relatos semelhantes atribuindo casos de candidemia em hospitais 

são encontrados em Taiwan115, Brasil55 (Colombo et al., 2007), Bélgica118 e 

Singapura48. Kremery e Barnes114 relataram que C. tropicalis é 

frequentemente associada à mortalidade em pacientes com candidemia (40-

70%). Outro aspecto relevante é que isolados de C. tropicalis resistentes ao 

fluconazol114 e caspofungina156 têm sido encontrados. Em nosso estudo, C. 

dubliniensis mostrou-se menos virulenta para camundongos em relação a C.

tropicalis. Assim, a classificação em relação à virulência de acordo com este 

estudo seria: C. albicans, C. tropicalis e C. dubliniensis.  

Dois estudos anteriores compararam a virulência de C. albicans 

e C. dubliniensis utilizando modelo de infecção sistêmica em camundongos e 

sugeriram que animais infectados por C. dubliniensis sobreviveram mais 

tempo do que aqueles infectados por C. albicans82,218. O primeiro estudo 

incluiu 4 cepas de C. dubliniensis e apenas 1 de C. albicans e acompanhou 

os animais (camundongos fêmeas) por 8 dias após inoculação. O outro 

estudo comparou a inoculação de 7 cepas de C. dubliniensis e 7 cepas de C. 

albicans, observando a mortalidade de camundongos machos até 28 dias e 



verificou diferença mais marcante e estatisticamente significativa em relação 

ao estudo anterior.  

Considerando os dois estudos encontrados na literatura, 

acreditou-se que um aprofundamento focando as espécies C. albicans e C.

dubliniensis que pudesse ser confrontado com os relatos anteriores seria 

importante. Desta forma, esta parte do estudo foi delineada no sentido de 

incluir um total de 20 animais em cada grupo de estudo, sendo 10 machos e 

10 fêmeas, analisando a virulência de 4 isolados clínicos e 1 cepa padrão de 

cada espécie a ser testada. A inclusão de animais machos e fêmeas em 

igual número foi considerada para evitar interferências relacionadas ao 

gênero. O inóculo de cada espécie fúngica utilizado foi o mesmo adotado nos 

estudos anteriores (106 células/animal), assim como o método de inoculação 

realizado. Nossos resultados foram similares aos observados por Vilela et 

al.218, sendo que os animais inoculados com C. dubliniensis tiveram tempo 

de sobrevivência significativamente mais longo quando comparado com C.

albicans. Vale ressaltar que os resultados encontrados foram efetivamente 

diferentes nos dois grupos sendo que em média C. albicans foi 8,67 vezes 

mais virulenta para camundongos em relação a C. dubliniensis. Este valor é 

muito superior ao relatado anteriormente por Gilfillan et al82. (1,5-2,0 vezes).    

Outra observação interessante além da mortalidade é que no 

grupo de animais inoculados com C. dubliniensis, nenhum dos camundongos 



apresentou alterações de postura ou de comportamento (movimentações 

circulares, cabeça inclinada para o lado). As mesmas observações foram 

registradas para o grupo inoculado com C. krusei espécie que não 

apresentou virulência neste modelo experimental. Nos grupos inoculados 

com C. albicans e C. tropicalis, alguns animais apresentaram a cabeça 

inclinada para o lado, o que sugere comprometimento do sistema nervoso 

central7. Alguns animais inoculados com C. albicans apresentaram-se muito 

agitados com movimentação em círculos, o que foi também relatado por 

Vilela et al.218 os quais sugerem como sinal de envolvimento do sistema 

nervoso central.  

Segundo Stokes et al.196, a menor virulência de C. dubliniensis 

parece ser multifatorial, no entanto, esta é pelo menos parcialmente 

relacionada à menor capacidade de aderir e invadir o tecido epitelial oral e 

gastrointestinal e associado à capacidade limitada de produzir hifas in vivo. 

Estas características fariam com que C. dubliniensis tivesse um clearance 

por fagócitos mais rápido em relação a C. albicans. Gilfillan et al.82, testando 

algumas condições de indução de hifas, verificaram que este fenômeno é 

mais lento em C. dubliniensis quando comparada a C. albicans. Outros 

estudos testaram meios de cultura com composições diferentes utilizando 

soro fetal bovino e também verificaram que a indução de hifas era menor em 

C. dubliniensis196,218. As razões para esta divergência ainda não estão 



completamente elucidadas, contudo sugere-se que C. dubilinensis possa ter 

uma falha nos sistemas de detecção e sinalização ambiental envolvidos na 

indução de hifas196.  Além disso, os genes hifa-específicos codificados nos 

genomas de C. albicans e C. dubliniensis são significativamente diferentes 

com a ausência dos genes SAP5, SAP6 e HYR1 e divergência de gentes 

como o HWP1 no genoma de C. dubliniensis142.  

Nos achados histopatológicos de estudos anteriores, esta 

característica fica evidente já que C. dubliniensis é encontrada quase sempre 

na forma leveduriforme nos órgãos infectados enquanto C. albicans mais 

frequentemente na forma micelial218.  

Quanto à capacidade de disseminação, Vilela et al.218 utilizando 

metodologia de infecção sistêmica observaram que pulmão, rim e cérebro 

foram acometidos. Por outro lado, modelo experimental de disseminação a 

partir do trato gastrointestinal em camundongos jovens (6-9 dias) mostrou 

observaram acometimento do fígado e do rim196. Estudo utilizando modelo 

com células epiteliais in vitro relatou que C. dublininesis permaneceu 

leveduriforme, formando uma camada não-invasiva ao longo do tecido 

epitelial, enquanto que C. albicans produziu hifas abundantes e as células 

ficaram aderidas ao epitélio, penetrando o tecido em profundidade196. 

Segundo Stokes et al.196, apesar do modelo de infecção 

sistêmica por inoculação ultrapassar a barreira normal para infecção 



fornecida pelo trato gastrointestinal, este modelo experimental é importante 

pelo fato de que microrganismos que colonizam o trato gastrointestinal 

podem funcionar como reservatórios para infecção sistêmica, especialmente 

em pacientes com neutropenia.  

 Outro aspecto que acreditamos ser de relevância neste 

contexto seria estabelecer para C. dubliniensis a cinética de infecção, 

utilizando modelo murino, e comparar estes resultados com as outras 

espécies de Candida em estudo.  

Observou-se que C. dubliniensis foi isolado em número muito 

elevado a partir do pulmão após 6 horas da inoculação, sendo que esta 

característica também foi observada para C. albicans. Esta tendência de 

acometimento rápido e persistente do pulmão é confirmado por achados 

histológicos de estudo anterior218 onde foi observada alterações teciduais e 

células fúngicas ao exame histopatológico 5 dias após inóculo.  

De acordo com nossos resultados, C. dubliniensis apresentou 

grande capacidade de disseminar-se para o rim quando comparado com 

outras espécies. Além disso, nos outros grupos observou-se diminuição no 

número de células fúngicas isoladas com o tempo enquanto que para C.

dubliniensis este número sofreu elevação constante chegando ao seu pico 

no 21º dia, sem diminuição nas contagens de UFC/g rim.  Estudos 



histopatológicos anteriores mostraram também acometimento do rim196,218 

com presença de hemorragia218.  

Houve isolamento de todas as espécies testadas a partir do 

baço dos animais e eliminação total para C. tropicalis, C. krusei e C. 

dubliniensis, mas não para C. albicans. C. dubliniensis também foi detectada 

no fígado e cérebro dos animais, também com queda de UFC/ g órgão mais 

lenta em comparação com as demais espécies testadas. Um dado que 

chama atenção é que as contagens de UFC/ g cérebro tiveram aumento 

entre o 14º e 21º dia de avaliação. Análise histopatológica também revelou 

lesões cerebrais em animais inoculados com C. dubliniensis218. 

Analisando os dados de cinética de infecção, observa-se que C. 

tropicalis e C. krusei apresentam as contagens em queda em relação ao 

tempo, sendo que ao 21º dia (com exceção do rim para C. tropicalis) as 

contagens de UFC/g órgão foram zeradas. Para C. albicans este gráfico 

mostra também redução das contagens visivelmente mais lenta do que para 

C. tropicalis e C. krusei, não chegando aos valores nulos no 21º dia de 

avaliação. Tendência particular é observada para C. dubliniensis onde existe 

clearance no baço, chegando a zero após 21 dias e queda acentuada das 

contagens para o pulmão, inicialmente apresentando contagens muito 

elevadas em relação aos demais grupos. No entanto, dados obtidos para o 

fígado e em particular para o rim chamam atenção. No rim, houve aumento 



constante sem diminuição, chegando a contagens elevadas ao 21º dia, 

inclusive maiores do que as atingidas por C. albicans em todos os períodos 

de avaliação. Por outro lado, as contagens do fígado também não 

diminuíram como nos padrões das outras espécies estudadas. Desta forma, 

os resultados sugerem que C. dubliniensis tem uma capacidade maior de 

persistir na infecção sistêmica, em particular no rim e no fígado.  

Assim, os nossos resultados associados aos relatos anteriores 

nos levam a pressupor que C. dubliniensis teria menor capacidade de 

colonização/infecção do tecido epitelial oral e gastrointestinal, taxa 

significativamente menor de disseminação a partir do trato gastrointestinal196 

em relação a C. albicans, contudo uma vez encontrando a circulação 

sangüinea teria uma capacidade aumentada de levar a infecção sistêmica 

persistente. Mais estudos, incluindo avaliações histopatológicas de infecções 

pelas diferentes espécies, e em particular do rim e do fígado após 21 ou mais 

dias após a inoculação de C. dubliniensis são necessários para estabelecer 

os reais danos teciduais e possíveis conseqüências destes achados. 
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Apêndice 1 –Tabela 3 - Resultados individuais obtidos na avaliação da 
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  Espécies 

Órgãos C. tropicalis C. krusei C. dubliniensis C. albicans 

  
Valores em 

UFC  
BAÇO         
6 horas 24720 61260 3780 102450 
3 dias 2520 23280 4380 33735 
7 dias 240 4860 390 13950 
14 dias 0 0 120 1050 
21 dias 0 0 0 825 
     
FÍGADO         
     
6 horas 50730 6340 61500 672600 
3 dias 16230 24380 53190 208245 
7 dias 126300 4930 17160 13650 
14 dias 51075 0 70980 435 
21 dias 0 0 41490 570 
     
CÉREBRO       
     
6 horas 1020 1110 2580 3225 
3 dias 93570 9930 960 795 
7 dias 9090 510 270 900 
14 dias 960 210 270 165 
21 dias 0 30 1905 150 
     
RIM         
     
6 horas 12420 23550 7020 111300 
3 dias 52620 2070 4740 20010 
7 dias 451500 450 35760 209365,5 
14 dias 2796030 60 1512000 316710 
21 dias 5182,5 0 5855010 19020 
     
PULMÃO         
     
6 horas 3720 8850 34202250 101505 
3 dias 2010 60 20010 10815 
7 dias 1500 30 690 345 
14 dias 0 3210 7050 2055 
21 dias 0 0 255 2220 
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ABSTRACT 
 
 
The purpose of this study was to evaluate the presence of C. dubliniensis among 

Candida oral isolates obtained from Brazilian patients with type I (n=39) and II (n=36) 

diabetes mellitus, leprosy (n=38) and under chemotherapy for breast cancer (n=30), 

and respective age/sex/oral conditions-paired control were analyzed. A total of 479 

isolates previously submitted to phenotypical tests (germ tube formation, 

hyphae/pseudohyphae/chamidoconidea production, carbohydrate fermentation and 

assimilation) and identified as C. albicans/C. dubliniensis were included in the study. 

The existence of C. dubliniensis among the isolates was analyzed by a validated 

multiplex PCR protocol. Also, experimental pathogenicity study was carried out with 

mice in a systemic infection model, aiming to compare the virulence and infection 

kinetics of C. dubliniensis with the other species of Candida. One isolate of C. 

dubliniensis (0.002%) was detected among the oral isolates from control group. This 

species was not found among the isolates from the other patients. C. dubliniensis 

was less virulent to mice in relation to C. albicans and C. tropicalis and more virulent 

than C. krusei. The study on infection kinetics showed persistant infection in kidney 

and liver even 21 days after the inoculation of C. dubliniensis. It could be concluded 

that the detection of C. dubliniensis among the clinical isolates was low and 

observed only in control group. C. dubliniensis was less virulent than C. albicans and 

C. tropicalis and caused prolonged infection in kidney and liver.  

Key-words: Candida dubliniensis, chemotherapy, diabetes, cancer, pathogenicity. 
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