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RESUMO 1 

Nas últimas décadas, a epidemiologia das infecções por Candida spp. e o perfil 2 

de susceptibilidade a drogas vêm sofrendo importantes alterações. A emergência 3 

dessas espécies, como agente de infecções invasivas, tem se destacado 4 

principalmente entre pacientes imunocomprometidos. O principal objetivo desse 5 

estudo foi avaliar a epidemiologia das infecções por Candida spp. no Hospital das 6 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, e auxiliar no suprimento 7 

de dados para o melhor controle da infecção hospitalar. Os objetivos específicos 8 

incluíram a comparação entre as metodologias tradicional, automatizada e 9 

molecular de identificação em nível de espécie atualmente disponíveis nesta 10 

instituição, avaliar o perfil de susceptibilidade aos antifúngicos, bem como a 11 

produção de biofilme por estes isolados e caracterizar, utilizando ferramentas de 12 

biologia molecular, genes envolvidos na produção de biofilme de C. albicans e C. 13 

parapsilosis e o emprego dos introns do grupo I para genotipagem de C. albicans. 14 

Um total de 196 isolados de Candida spp. provenientes de hemocultura de 15 

pacientes foram avaliados. As espécies mais frequentes foram C. albicans (39,3-16 

44,4%) e C. parapsilosis (33,2-42,3%).  Foi observada boa correlação (>80%) 17 

entre os métodos de identificação avaliados – fenotípico tradicional, automatizado 18 

e molecular; e a caracterização dos introns do grupo I detectou predominância de 19 

C. albicans genótipo A (74%). O método tradicional é o mais simples e de baixo-20 

custo, e o método automatizado mais rápido na liberação do resultado, quando 21 

comparados às técnicas moleculares, as quais apresentam maior poder 22 

discriminatório. Sugere-se a utilização do meio cromogênico, em paralelo ao 23 

método de identificação selecionado, para auxiliar na interpretação dos 24 

resultados, principalmente nas espécies mais frequentes. O método empregado 25 
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em laboratórios de rotina deve ser considerado quando se objetiva identificação 1 

em nível de espécie. Os testes de susceptibilidade às drogas antifúngicas foram 2 

realizados pela técnica da microdiluição (CLSI) e todos os isolados apresentaram 3 

boa sensibilidade aos antifúngicos testados (fluconazol, voriconazol, 4 

anidulafungina e anfotericina B). Não foram observadas diferenças quanto à 5 

produção de biofilme entre as espécies estudadas. A avaliação dos genes ALS de 6 

C. albicans revelou que o número de motifs por alelo do gene ALS3 pode estar 7 

envolvido com a produção de biofilme. Entretanto, sugere-se que os genes ALS-8 

like de C. parapsilosis estejam envolvidos na defesa contra fagocitose e também 9 

poderiam estar ausentes em alguns isolados.   10 
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ABSTRACT 1 

Over the last decade, there have been important changes in 2 

the epidemiology of Candida infections and antifungal agents used to treat these 3 

infections. In recent years, Candida species have emerged as important causes of 4 

invasive infections mainly among immunocompromised patients. The principal aim 5 

of this study was to evaluate the epidemiology of infectious Candida species 6 

isolated in our hospital and accordingly supply data for hospital infection control. 7 

The other aims were to compare the traditional, automated and molecular 8 

methods used to identify Candida isolates to the species level current available in 9 

the Clinical Hospital of the Boucatu Medical School, UNESP, to evaluate the drug 10 

susceptibility as well as to biofilm production by this yeasts and to characterize, by 11 

molecular tools, several genes involved in biofilm production of C. albicans and C. 12 

parapsilosis and the use of group I introns to genotype the species C. albicans. A 13 

total of 196 Candida strains that were isolated from blood specimens of 14 

hospitalized patients were included in the study. The most 15 

common Candida species identified were C. albicans (39,3-44,4%) and C. 16 

parapsilosis (33,2-42,3%).  According to the insertion of group I introns, the 17 

genotype A of C. albicans were the most frequent (74%). The evaluation of 18 

traditional phenotypic methods, the automated and some molecular revealed good 19 

agreement (>80%) and since both phenotypic methods were simple and cost 20 

effective and automated were few time-consuming when compared to molecular 21 

techniques, they should be considered in the routine lab identification 22 

of Candida species. The chromogenic media must be employed to avoid 23 

misinterpretations, independently of the method used. Antifungal susceptibility 24 

testing was performed by the reference microdilution method (CLSI) and all strains 25 
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showed good susceptible against the drugs evaluated (fluconazole, voriconazole, 1 

anidulafungin and amphotericin B). There were no differences among biofilm 2 

production by different species. The evaluation of C. albicans ALS genes revealed 3 

that the number of ALS3 motifs could be involved in biofilm production. On the 4 

other hand, the C. parapsilosis ALS-like genes showed to be more involved in 5 

defense against phagocytes and can be absent in some isolates.    6 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

As espécies de Candida são leveduras que pertencem à ordem 3 

Saccharomycetales, da classe dos Ascomycetes. Nos últimos 20 anos, essas 4 

leveduras vêm sendo intensamente estudadas devido principalmente à sua 5 

importância na clínica, e também têm despertado interesse no campo da 6 

biotecnologia e como potencial agente de controle biológico (PAPON et al., 2012). 7 

Leveduras desse gênero são ubiquitárias e algumas espécies podem 8 

estar presentes como parte da microbiota humana e animal. Entretanto, cerca de 9 

apenas 10% das espécies descritas encontram-se relacionadas a infecções no 10 

ser humano (EGGIMANN et al., 2003; COOPER, 2011).  Muitas espécies de 11 

Candida spp são parte da microbiota endógena da pele e tratos geniturinário e 12 

gastrointestinal, neste último a colonização temporária ou permanente por esses 13 

micro-organismos ocorre em 40 a 50% dos humanos. A colonização pode ser o 14 

início para o desenvolvimento de infecção. Alterações na microbiota da pele e 15 

mucosas, bem como perda da integridade da barreira do trato gastrointestinal 16 

podem proporcionar condições de crescimento excessivo ou a translocação dos 17 

micro-organismos através do intestino (FRIDKIN & JARVIS, 1996; EGGIMANN et 18 

al., 2003). 19 

Na medicina humana, esses agentes vêm sendo descritos como 20 

patógenos emergentes capazes de causar desde infecções superficiais até 21 

infecções mais invasivas, praticamente em qualquer sitio anatômico (PAPPAS, 22 

2006; KOURKOUMPETIS et al., 2010). Os quadros de candidíase hematogênica 23 

(ou invasiva) estão sempre relacionados com altas taxas de mortalidade 24 

(KOURKOUMPETIS et al., 2010; KREUSCH & KARSTAEDT, 2013). As leveduras 25 
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do gênero Candida têm sido consideradas como um dos principais agentes 1 

causadores de infecção sistêmica de origem hospitalar e representam o principal 2 

fungo causador de infecção de corrente sanguínea, sendo o quarto micro-3 

organismo mais frequente isolado em hemoculturas totalizando 8 a 17% de todas 4 

as infecções de corrente sanguínea de origem hospitalar (EGGIMANN et al., 5 

2003; GALBÁN & MARISCAL, 2006; PFALLER & DIEKEMA, 2007). Já se 6 

considera que as infecções mais invasivas podem estar relacionadas com os 7 

atuais avanços técnico-científicos da medicina e das ciências farmacêuticas 8 

(EGGIMANN et al., 2003; BUTLER et al., 2009). 9 

Nos últimos 20 anos, diversos fatores têm contribuído para o aumento 10 

da incidência de infecções por Candida spp., os mais importantes incluem: 11 

aumento da população imunodeprimida, utilização de antimicrobianos de amplo 12 

espectro e de agente citotóxicos, e aumento do número de transplantes 13 

(EGGIMANN et al., 2003; COLOMBO & GUIMARÃES, 2003; PFALLER & 14 

DIEKEMA, 2007). 15 

Pacientes imunossuprimidos devido à terapia imonossupressora, 16 

principalmente os pacientes oncológicos ou transplantados, e 17 

imunocomprometidos devido à infecção pelo vírus da imunodeficiência adquirida 18 

(HIV) constituem um grupo de pacientes altamente susceptíveis às infecções por 19 

espécies que até então, eram consideradas pouco patogênicas ou mesmo não 20 

patogênicas (KÖSE et al., 2012; PATEL et al., 2012; CHAVES  et al., 2013; 21 

JOHNSTON  et al., 2013; KREUSCH & KARSTAEDT, 2013; KWAMIN et al., 22 

2013). 23 

A epidemiologia das candidíases hematogênicas vem sofrendo 24 

alterações no decorrer das últimas duas décadas, com particular aumento na 25 
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incidência das espécies de Candida não-albicans (BUTLER et al., 2009; 1 

FAROOGI et al. 2012; PATEL et al., 2012). Embora a espécie Candida albicans 2 

seja considerada a principal espécie do gênero, o aumento da incidência de 3 

outras espécies vem se tornando frequente em muitos centros médico-4 

hospitalares em todo o mundo (NUCCI et al., 2013; TORTORANO et al., 2013). 5 

Aproximadamente 90% das infecções por Candida spp. são atribuídas as 6 

espécies C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei, embora 7 

a espécie C. albicans venha apresentando redução em sua frequência em 8 

determinadas regiões geográficas (PFALLER & DIEKEMA, 2007;  MONTAGNA et 9 

al., 2010; ERICSSON et al., 2013; NUCCI et al., 2013; MONTAGNA et al., 2013; 10 

TORTORANO et al., 2013). 11 

Na literatura são encontrados estudos epidemiológicos com as mais 12 

variadas taxas de frequência das espécies, sempre dependendo da casuística e 13 

região geográfica de cada centro avaliado. Nos Estados Unidos, Reino Unido, 14 

França, Alemanha e Noruega, C. glabrata foi a espécie de Candida não-albicans 15 

mais frequente causando candidíase hematogênica, enquanto que, na Espanha, 16 

Israel e em muitos países da América Latina, foi a C. parapsilosis (PFALLER & 17 

DIEKEMA, 2007; MARCHETTI et al., 2004; TORTORANO et al., 2004; MALLIÉ et 18 

al., 2005; PÉMAN et al., 2005; PFALLER & DIEKEMA, 2007; BORG-VON 19 

ZEPELIN, 2008; GONZÁLEZ et al., 2008; NUCCI et al., 2013). Em algumas 20 

regiões do Brasil, C. parapsilosis também é a principal espécie causando esse 21 

tipo de infecção (BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010, NUCCI et al., 2013). 22 

Assim como a etiologia das infecções por Candida, as taxas de mortalidade 23 

também são variáveis, sendo superiores em infecções por C. krusei e C. glabrata 24 

e inferiores em C. parapsilosis. Muitos fatores, tanto do hospedeiro como do 25 
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agente etiológico, podem estar associados a essas taxas, como por exemplo, 1 

idade e gravidade de comorbidades, ausência ou demora na administração de 2 

tratamento e presença de dispositivos médicos, como uso de cateteres 3 

(EGGIMANN et al., 2003; PFALLER & DIEKEMA, 2007; NUCCI et al., 2013). 4 

Integrante da microbiota humana, C. albicans é um patógeno oportunista 5 

capaz de causar infecções tanto superficiais como invasivas (EGGIMANN et al., 6 

2003; SIDRIM & ROCHA., 2004; COOPER, 2011). Essa espécie é considerada a 7 

mais patogênica do gênero, o que a torna melhor estudada em termos de 8 

patogênese. Os fatores de virulência mais importantes incluem a produção de 9 

adesinas e enzimas extracelulares e capacidade de se alternar da forma 10 

leveduriforme para filamentosa (crescimento em forma de hifas), (HOYER, 2001; 11 

NIEWERTH & KORTING, 2001; NAGLIK et al., 2003; SUDBERY et al, 2004). 12 

Ambas as formas morfológicas são importantes na virulência, as hifas estão mais 13 

envolvidas nos processos de adesão, invasão e formação de biofilme enquanto 14 

que as células leveduriformes são mais importantes para a disseminação e 15 

colonização inicial no hospedeiro (FINKEL & MITCHELL, 2011). Em 1995, foi 16 

identificada uma nova espécie causando infecção orofaríngea, em pacientes 17 

portadores de HIV (SULLIVAN et al., 1995), denominada Candida dubliniensis, 18 

que possui características fenotípicas anteriormente consideradas exclusivas à 19 

espécie C albicans, como produção de hifas e clamidósporos (SULLIVAN et al., 20 

1995; SULLIVAN & COLEMAN 1998; SULLIVAN et al.,  2005;  CITIULO et al., 21 

2009). Filogeneticamente, C. dubliniensis apresenta-se muito próxima à C. 22 

albicans, o que torna ainda mais difícil a diferenciação destas espécies em 23 

amostras clinicas (GILFILLAN et al., 1998; MCMANUS et al., 2008). C. 24 

dubliniensis é a única espécie de Candida não-albicans capaz de formar hifas 25 
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(SULLIVAN et al., 1995; SULLIVAN & COLEMAN, 1998). Embora, haja 1 

proximidade entre as duas espécies, C. albicans é muito mais prevalente que C. 2 

dubliniensis, sendo C. albicans presente em mais de 50% dos casos de infecção 3 

sistêmica e C. dubliniensis em cerca de 2 a 3% (KIBBLER et al., 2003; ODDS et 4 

al, 2007; PFALLER & DIEKEMA, 2007). Estudos compararam as duas espécies 5 

quanto à habilidade de causar infecção, e C. albicans apresentou-se 6 

significativamente mais patogênica que C. dubliniensis, em todos os modelos de 7 

infecção avaliados (GILFILLAN et al., 1998,  VILELA et al., 2002; STOKES et al., 8 

2007;  ÁSMUNDSDÓTTIR et al.; 2009; SPIERING et al., 2010; KOGA-ITO et al., 9 

2011). Por outro lado, estudos in-vitro, para avaliação de padrões fenotípicos, 10 

demonstraram que C. dubliniensis apresenta níveis mais elevados de atividade 11 

proteolítica e aderência a células do epitélio bucal, além de maior taxa de 12 

alteração de fenótipo (transição levedura-hifa) (MCCULLOUGH et al., 1995; 13 

GILFILLAN et al., 1998,  HANNULA et al., 1997; DE REPENTIGNY et al., 2000). 14 

Como suas características morfológicas e fisiológicas são extremante similares às 15 

de C. albicans, diversos laboratórios têm concentrado esforços na tentativa de 16 

diferenciação dessas duas espécies. C. dubliniensis encontra-se associada a 17 

infecções de orofaringe, principalmente em pacientes acometidos pelo HIV, 18 

porém já foi relatada causando candidíase hematogênica em pacientes 19 

oncológicos e pediátricos (SILVA et al., 2003; KALKANCI et al., 2005; PFALLER 20 

& DIEKEMA, 2007). 21 

Candida parapsilosis faz parte da microbiota da pele e mucosas, 22 

apresenta potencial capacidade de formar biofilme em superfícies bióticas e 23 

abióticas, como células do tecido epitelial e cateteres ou outros dispositivos 24 

médicos, e apresenta afinidade por soluções parenterais, soluções de uso na 25 
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hemodiálise e muitas áreas do ambiente hospitalar. Por este motivo, é facilmente 1 

isolada causando infecções invasivas em pacientes pediátricos e neonatos  ou 2 

que fazem uso dos materiais acima (FRIDKIN & JARVIS, 1996; PFALLER & 3 

DIEKEMA, 2007; TROFA et al., 2008). Também já foi demonstrado o isolamento 4 

de leveduras dessa espécie das mãos de profissionais da saúde e aparelhos por 5 

eles manuseados (STRAUSBAUGH  et al., 1994; HUANG et al. 1999; LUPETTI et 6 

al., 2002). Desde a década de 1990, C. parapsilosis é conhecida por apresentar 7 

três grupos, ou genótipos, distintos, que a partir de 2005, com auxilio de técnicas 8 

moleculares, foram mais bem caracterizados e classificados então como três 9 

espécies crípticas distintas (TAVANTI et al., 2005). As espécies foram nomeadas 10 

como C. parapsilosis (antigo grupo I), C. metapsilosis (grupo II) e C. orthopsilosis 11 

(grupo III). Ainda não foram descritas técnicas não moleculares para a 12 

diferenciação das espécies do grupo “psilosis”. Estudos de melhor caracterização 13 

dessas espécies estão começando a despontar na literatura, até o momento 14 

sabe-se que a susceptibilidade antifúngica e produção de biofilme são diferentes 15 

(LATTIF et al., 2010; MELO et al., 2011; TOSUN et al., 2012;  RUIZ et al., 2013). 16 

Estudos recentes descrevem a presença de C. metapsilosis e C. orthopsilosis em 17 

menos de 10% de isolados previamente descritos como C. parapsilosis, e já foi 18 

reportado que as espécies C. metapsilosis e C. orthopsilosis podem apresentar 19 

menor susceptibilidade aos azóis, maior susceptibilidade às equinocandinas e 20 

igual susceptibilidade para anfotericina quando comparadas a C. parapsilosis 21 

(LOCKHART et al., 2008a, SILVA et al., 2009; CANTÓN et al., 2010; CANTÓN et 22 

al., 2011). Em 2008, a levedura da espécie Lodderomyces elongisporus foi 23 

também descrita causando infecções invasivas, e se caracteriza por ser capaz de 24 

formar ascósporos e ser fenotipicamente muito similar, e filogeneticamente 25 
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próxima a C. parapsilosis, o que pode acarretar em erros de identificação 1 

(LOCKHART et al., 2008b; BUTLER et al., 2009). 2 

Já a espécie C. tropicalis tem apresentado maior frequência causando 3 

infecções em pacientes hemato-oncológicos e neutropênicos. A infecção por essa 4 

espécie está associada ao longo período de internação em unidades de terapia 5 

intensivas (UTIs), sendo que já foi também relatado casos de mialgia e miosite 6 

grave nestes grupos de pacientes (EGGIMANN et al., 2003; PFALLER & 7 

DIEKEMA, 2007; NUCCI et al., 2013; FAROOGI et al., 2013). 8 

Infecções por C. glabrata podem estar relacionadas aos pacientes com 9 

idades mais avançadas, período de utilização de antimicrobianos de amplo 10 

espectro, uso profilático de fluconazol, uso de cateter venoso central e 11 

administração de nutrição parenteral. O uso profilático do fluconazol pode ser um 12 

fator decisivo no aumento da frequência de isolamento dessa espécie, uma vez 13 

que ela pode apresentar-se resistente a este antifúngico (MARCHETTI et al., 14 

2004; PFALLER & DIEKEMA, 2007; TORTORANO et al., 2013). A espécie C. 15 

glabrata é haplóide e filogeneticamente mais próxima do clado de S. cerevisiae, 16 

diferentemente das demais espécies do gênero Candida que pertencem ao 17 

mesmo clado de C. albicans (BUTLER et al., 2009; SHERWOOD & BENNETT, 18 

2009). Outras espécies menos frequentes e fenotipicamente similares a C. 19 

glabrata, como C. nivariensis e C. bracarensis, já foram descritas causando 20 

infecções (LOCKHART et al., 2009a). 21 

C. krusei, tem maior relevância em algumas populações de pacientes 22 

oncológicos devido ao uso profilático do fluconazol, mas sua incidência tem se 23 

mantido estável nos últimos anos e é considerada baixa, em relação às demais 24 

espécies, em casuísticas brasileiras (FRIDKIN & JARVIS, 1996; EGGIMANN et 25 
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al., 2003; COLOMBO et al., 2006; PFALLER & DIEKEMA, 2007; BRUDER-1 

NASCIMENTO et al., 2010; SCORZONI et al., 2013). C. norvegensis e C. 2 

inconspícua são espécies pouco frequentes, porém são morfológica e 3 

fisiologicamente semelhantes à C. krusei e possivelmente também apresentam 4 

resistência intrínseca ao fluconazol (DE HOOG et al., 2000; FLEISCHMANN & 5 

SRIPUNTANAGOON, 2011; KURTZMAN et al., 2011). Alguns estudos já 6 

descreveram casos de infecção causada por C. inconspícua em pacientes HIV 7 

positivos e hemato-oncológicos. C. norvegensis já foi isolada causando infecção 8 

em pacientes da Noruega, Japão e Holanda (PFALLER & DIEKEMA, 2007). 9 

C. guilliermondii pode estar associada a endocardites em pacientes que 10 

fazem uso de drogas intravenosas, possivelmente devido à necessidade do uso 11 

prolongado de dispositivos invasivos. Já foi sugerida hipótese de associação 12 

dessa espécie com cirurgias cardiovasculares e/ou abdominais (PFALLER & 13 

DIEKEMA, 2007; DIEKEMA et al., 2012). Já foram demonstrados isolados de C. 14 

fermentati identificados erroneamente como C. guilliermondii devido à 15 

similaridade entre essas duas espécies (LOCKHART et al., 2009b).  16 

C. rugosa pode estar associada à candidemia na presença de cateteres 17 

intravenosos ou pacientes queimados (FRIDKIN & JARVIS, 1996; PFALLER & 18 

DIEKEMA, 2007; DIEKEMA et al., 2009). Tanto C. rugosa quanto C. guilliermondii 19 

são mais comumente descritas na América Latina, relatadas em 4 a 5% das 20 

infecções (PFALLER & DIEKEMA, 2007). 21 

Espécies menos frequentes como C. lusitaniae, C. kefyr, C. zeylanoides, 22 

C. sake, C. valida, C. intermedia, C. humicola, C. pelliculosa, C. viswanathii, C. 23 

pulcherrima, C. lipolytica e C. haemulonii também já foram relatadas causando 24 

infecções em humanos (EGGIMANN et al., 2003; PFALLER et al., 2007; 25 
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DIEKEMA et al., 2009). Recentemente, a utilização de técnicas de biologia 1 

molecular permitiu, ainda, identificar novas espécies responsáveis por infecções 2 

no ser humano (LOCKHART et al., 2008a; LOCKHART et al., 2008b; TROFA et 3 

al., 2008; DIEKEMA et al., 2009).  4 

A identificação acurada do agente causador de infecções fúngicas 5 

invasivas pode ter impacto no prognóstico, já que o tratamento deve ser ajustado 6 

de acordo com cada espécie, e, do ponto de vista de saúde pública, o 7 

conhecimento dos agentes pode nortear o tratamento empírico na 8 

indisponibilidade dos testes laboratoriais. Assim, diferentes abordagens para 9 

identificação desses micro-organismos são propostas. 10 

Devido à grande similaridade fenotípica dentre as espécies deste 11 

gênero, os laboratórios têm de lançar mão de técnicas atuais e nem sempre de 12 

custo acessível para garantir diagnóstico acurado. Atualmente, são utilizados 13 

meios de cultura diferenciais como alternativas menos onerosas na pratica 14 

laboratorial. Os meios cromogênicos, como o CHROMagar Candida®, 15 

apresentam boa sensibilidade e especificidade na identificação presuntiva de 16 

determinadas espécies. Porém a identificação presuntiva, apesar de rápida e 17 

prática, deve ser complementada com outros testes, seja pela metodologia 18 

tradicional com provas bioquímicas e fisiológicas, sendo os testes automatizados 19 

uma boa opção para uma rotina diagnóstica (PINCUS et al., 2007) 20 

Com os avanços da biologia molecular, principalmente no campo do 21 

diagnostico molecular, novas técnicas estão sendo empregadas, com sucesso, na 22 

detecção e identificação do agente etiológico, sejam eles fungos, bactérias, vírus, 23 

protozoários, entre outros, inclusive sem a necessidade de cultivo do mesmo. 24 

(ERLICH & SAIKI, 1988). Espécies mais raras puderam ser mais facilmente 25 
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identificadas, além do relato de novas espécies, que na maioria das vezes são 1 

indistinguíveis fenotipicamente (SATO et al., 2007; SATO & MURAKAMI, 2008; 2 

TOJU et al., 2012). Regiões do genoma fúngico, como as regiões de DNA 3 

ribossômico (rDNA) são de grande utilidade para a identificação rápida pela 4 

reação da PCR, pois  apresentam, simultaneamente  regiões constantes, não-5 

variáveis, que estão presentes em todos os fungos e também sequências 6 

variáveis únicas para cada espécie ou grupo de espécies próximas (WHITE et al., 7 

1990; GARDES & BRUNS, 1993; SATO et al., 2007; SATO & MURAKAMI, 2008; 8 

SCHOCH et al., 2012; TOJU et al., 2012).  Até o presente, mais de 90.000 9 

sequências da região ITS (Internal Transcribed Spacer) de fungos estão 10 

depositadas em bases de dados de acesso público (HIBBETT et al., 2011), o que 11 

faz dessa região gênica a mais importante e amplamente utilizada para fins de 12 

identificação (SEIFERT  2009; HENRIK-NILSSON et al., 2011; SCHOCH et al., 13 

2012). Primers universais, sugeridos por White et al. (1990) e Gardes & Bruns 14 

(1993) vêm sendo empregados, com sucesso, para amplificação e 15 

sequenciamento da região ITS de diversos fungos (WHITE et al.,  1990; GARDES 16 

& BRUNS, 1993; EGGER, 1995; MARTIN & RYGIEWICZ 2005). Embora em 17 

menor proporção, outras regiões de rDNA, como a região D1/D2,  também têm 18 

sido utilizadas. Linton et al., (2007), utilizaram o sequenciamento da região 19 

hipervariável D1/D2 para identificação de mais de 3.000 isolados, além da boa 20 

correlação com os dados de identificação fenotípica, o sequenciamento de D1/D2 21 

foi capaz de identificar algumas novas espécies potencialmente patogênicas. O 22 

emprego das regiões ITS1-5.8S-ITS2 e D1/D2, vem sendo considerado “padrão 23 

ouro” em termos de diagnóstico molecular, desde que o CLSI (Clinical Laboratory 24 

Standards Institute), publicou uma normativa, o MM18-A, que padroniza a técnica 25 
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para laboratórios de diagnóstico molecular (IWEN et al., 2002; PINCUS et al., 1 

2007; CLSI, 2008).  2 

Atualmente, as técnicas de biologia molecular são consideradas mais 3 

fidedignas para identificação e diferenciação das espécies (BRITO-GAMBOA et 4 

al., 2006), e embora a implementação dessas técnicas seja onerosa, a 5 

manutenção do serviço não é considerada de alto custo. 6 

Considerando que cada espécie pode apresentar diferentes padrões de 7 

infecção, virulência, frequência, susceptibilidade às drogas, entre outros, torna-se 8 

importante o conhecimento das principais espécies causadoras de infecção, bem 9 

como características pertinentes a cada uma dessas espécies. Para a utilização 10 

de qualquer que seja o método existe o consenso de que nenhuma metodologia, 11 

por mais inovadora que seja, não substitui o profissional capacitado.  12 

Em paralelo aos métodos de identificação molecular, métodos de 13 

tipagem molecular para a diferenciação e detecção dos genótipos de uma mesma 14 

espécie vêm evoluindo muito em leveduras e micro-organismos em geral. 15 

Técnicas como a do cariótipo obtido por eletroforese com alternância do campo 16 

elétrico (PFGE, Pulsed field gel eletrophoresis), com análise de polimorfismo de 17 

DNA gerado pela amplificação de fragmentos com uso de primers arbitrários 18 

(RAPD, Random amplified polymorphic DNA), entre outras, estão sendo 19 

frequentemente empregadas na genotipagem destes micro-organismos, e vários 20 

genes e/ou regiões genômicas podem ser empregados nestes estudos 21 

(WILLIAMS et al., 1990; MALONE et al., 1993; WRESTLER et al., 1996; BASIM & 22 

BASIM, 2001).  23 

Algumas regiões gênicas em particular, como os introns do grupo I, 24 

comuns em genomas de algumas organelas celulares, como na mitocôndria, e 25 
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em alguns genes do núcleo, como o rRNA, vêm sendo  particularmente 1 

estudadas por apresentarem aspectos evolutivos peculiares. Os introns do grupo I 2 

apresentam características especiais: eles próprios realizam sua remoção do pré-3 

mRNA e ligam os éxons, fenômeno denominado self-splicing. Alguns introns 4 

desse grupo são elementos móveis, capazes de se transferir para alelos que não 5 

os contêm, pelo processo denominado homing, iniciado com o corte do DNA por 6 

uma endonuclease codificada pelo próprio intron (GILBERT, 1985; CECH, 1990;  7 

HARRIS & ROGERS, 2008). Além da transferência vertical, onde um intron do 8 

grupo I mobiliza de um alelo para outro que não o continha, já são conhecidos 9 

também casos de transferência horizontal, onde os introns do grupo I podem 10 

transferir de uma espécie para outra, como o observado no gene COX1 do 11 

genoma mitocondrial da planta vascular Peperomia polybotrya, a qual teria 12 

adquirido um intron do grupo I a partir de um fungo (CHO et al.; 1998; HAUGEN 13 

et al., 2005).  14 

Técnicas para detectar a presença ou tamanho destes introns na região 15 

25S de rDNA são particularmente de fácil execução, e podem ser facilmente 16 

adaptadas para uso em laboratórios de rotina para rápida caracterização de um 17 

grande número de isolados (MCCULLOUGH et al. 1999; TAMURA et al., 2001; 18 

ZHANG & LEIBOWITZ et al., 2001; DISNEY et al., 2004; XIAO et al., 2005), e 19 

além de auxiliar na identificação, também são importantes para genotipagem 20 

desses isolados (MCCULLOUGH et al., 1999; KARAHAN et al., 2004). Tamura et 21 

al. (2001) caracterizaram um novo genótipo de C. albicans e detectaram novos 22 

isolados de C. dubliniensis, em 301 isolados previamente identificados 23 

fenotipicamente como C. albicans, e também discutiram a possível origem dos 24 

introns do grupo I em C. albicans e sua associação com a susceptibilidade 25 
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antifúngica. Isolados com fragmentos maiores de intron do grupo I seriam 1 

possivelmente mais susceptíveis aos antifúngicos.  2 

A frequência com que o DNA é transferido de uma espécie para outra é 3 

uma das principais implicações ligadas aos introns do grupo I, tanto no campo da 4 

microbiologia, devido à possível aquisição de resistência a drogas, como na 5 

botânica, devido aos transgênicos (CHO et al., 1998; HARRIS & ROGERS 2008). 6 

Tendo em vista que o fragmento de DNA representado pelo intron do grupo I 7 

obrigatoriamente necessita ser excisado do RNA transcrito para que o gene onde 8 

o mesmo esteja inserido não seja inativado, novas terapias para inibição do 9 

splicing desses introns vêm sendo estudadas na tentativa de desenvolver 10 

tratamentos clínicos para as infecções fúngicas pela simples inibição da produção 11 

do rRNA nestes micro-organismos (HARRIS & ROGERS 2008).  12 

O intron do grupo I presente em C. albicans (Ca.LSU, C. albicans large 13 

subunit) vem sendo apontado como um novo alvo para desenvolvimento de novas 14 

drogas para combater a infecção por esse micro-organismo, uma vez que esses 15 

introns não estão presentes em células de mamíferos (JAYAGURU et al., 2007). 16 

Diversos agentes estão sendo estudados, com sucesso, para inibir ou alterar o 17 

funcionamento adequado desse intron, como por exemplo, as drogas bleomicina, 18 

a pentamidina, 5-flurouracila e 5-fluorocitosina (MERCURE et al., 1993; MILETTI 19 

& LEIBOWITZ, 2000; ZHANG et al., 2002; JAYAGURU et al., 2007) e pequenos 20 

oligonucleotídeos (DISNEY et al., 2004). O intron Ca.LSU apresenta 379 bases e 21 

sua estrutura secundária permite que os nucleotídeos localizem-se de acordo 22 

com as posições específicas para que ocorra o self-splicing (MERCURE et al., 23 

1997). Além da espécie críptica C. dubliniensis, C. albicans apresenta ainda 24 

quatro diferentes genótipos A, B, C e E, este último descrito uma única vez no 25 
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Japão por Tamura et al. (2001). A diferenciação e/ou identificação desses 1 

genótipos pode ser fator determinante na comprovação de um surto hospitalar. O 2 

uso dos introns do grupo I, como ferramenta para a detecção de surtos, ainda é 3 

pouco explorada, embora algumas características peculiares a estes elementos já 4 

estejam bem descritas, como, por exemplo, a sua forma de apresentação. A 5 

presença destes introns pode variar de acordo com a sua apresentação no 6 

genoma, uma vez que C. albicans e C. dubliniensis são leveduras diplóides, os 7 

introns do grupo I, quando presentes, podem apresentar-se em heterozigose ou 8 

homozigose.  9 

O genótipo A de C. albicans não apresenta o intron do grupo I; o 10 

genótipo B apresenta o intron do grupo I (390 pb), em um único alelo, 11 

heterozigose; o genótipo C apresenta em ambos os alelos, homozigose; e o 12 

genótipo E apresenta o intron do grupo I em ambos os alelos, porém com 950pb. 13 

Em C. dubliniensis o intron do grupo I apresenta 630 nucleotídeos, 240 a mais 14 

que em C. albicans, em ambos os alelos (MCCULLOUGH et al. 1999; TAMURA 15 

et al., 2001; ZHANG & LEIBOWITZ et al., 2001; DISNEY et al., 2004; XIAO et al., 16 

2005).  17 

O emprego dos introns do grupo I de C. albicans em estudos de tipagem 18 

molecular é bastante promissor, pois auxilia tanto na diferenciação das espécies 19 

crípticas de C. albicans e C. dubliniensis, quanto na caracterização dos diferentes 20 

genótipos de C. albicans, além de, eventualmente, estar associado à maior ou 21 

menor susceptibilidade aos antifúngicos. Recentes estudos epidemiológicos têm 22 

sido fundamentais no conhecimento dos perfis de susceptibilidade de Candida 23 

spp. e têm também direcionado, clínicos e pesquisadores, quanto ao uso da 24 

droga adequada no tratamento dessas infecções (COLOMBO et al., 2006; 25 
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MESSER et al., 2006; MOKADDAS et al., 2007; PFALLER et al., 2007; MESSER 1 

et al., 2009; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010). 2 

A anfotericina B é a droga que apresenta melhor atividade no tratamento 3 

de infecções por leveduras do gênero Candida spp., embora já tenha sido 4 

observado o isolamento de algumas cepas resistentes (STERLING &. MERZ 5 

1998; PFALLER & DIEKEMA, 2007; DIEKEMA et al., 2009; BRUDER-6 

NASCIMENTO et al., 2010). A avaliação da resistência a anfotericina B apresenta 7 

dificuldades, pois o CLSI, não apresenta pontos de corte definidos para esta 8 

droga (M27-A3, CLSI). O Etest®, por sua vez, foi demonstrado conduzir a 9 

resultados mais correlacionados com o que ocorre in-vivo (PAREDES, 2009). A 10 

anfotericina B se liga ao ergosterol da membrana celular do fungo, que resulta em 11 

mudança na permeabilidade de membrana. Infelizmente, membranas de células 12 

de mamíferos também contêm esteróis, tais como o colesterol ao qual a 13 

anfotericina B também pode se ligar, porém com menor afinidade. Por outro lado, 14 

pode conduzir a peroxidação lipídica, com aumento da permeabilidade da 15 

membrana celular fúngica, ou a extravasamento de Ca2+. Estes mecanismos 16 

podem justificar parcialmente a toxicidade da anfotericina B no ser humano 17 

(BRAJTBURG & BOLARD, 1996; DUPONT, 2002; ADLER-MOORE & PROFFITT, 18 

2008). Os mecanismos de resistência do gênero Candida à anfotericina B ainda 19 

não estão claramente demonstrados. Alguns autores já observaram resistência à 20 

anfotericina B em cepas deficientes para ergosterol (SANGLARD et al., 2003). 21 

Alguns genes, como SOD2, YHB1, AOX1, AOX2, CTA1, GSH1, ERG3, ERG6 e 22 

ERG11, podem estar envolvidos nos mecanismos de resistência a anfotericina B, 23 

mas ainda necessitam maior investigação (SANGLARD et al.2003; LIU et al; 24 

2005; VANDEPUTTE et al., 2007; VANDEPUTTE et al 2009).  25 
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As equinocandinas, também empregadas mais recentemente em 1 

hospitais brasileiros, apresentam excelente atividade frente às espécies de 2 

Candida (PFALLER et al., 2012). Alguns pesquisadores detectaram isolados de 3 

C. parapsilosis resistentes às equinocandinas e triazóis, considerados 4 

multirrestentes. As espécies C. guilliermondii e C. parapsilosis apresentam níveis 5 

de concentração inibitória mínima (CIM) mais elevados para os antifúngicos do 6 

grupo das equinocandinas (PFALLER & DIEKEMA. 2007). As equinocandinas 7 

atuam na β-1,3-glucano sintetase, responsável por garantir a integridade da 8 

parede celular fúngica. Se essa enzima for inibida, acarretará em prejuízos à 9 

parede celular levando a instabilidade osmótica e lise celular (CUENCA-10 

ESTRELLA, 2010). Os genes envolvidos na síntese da β-1,3-glucano sintetase 11 

são os da família FKS, mais precisamente o FKS1, FKS2 e FKS3 (GARCIA-12 

EFFRON et al., 2009). Em alguns casos em que a caspofungina foi ineficaz no 13 

tratamento foram identificadas mutações, polimorfismos, nesses genes 14 

(ARENDRUP et al, 2007; GARCIA-EFFRON et al. 2010; MUNRO, 2010; 15 

BAIXENCH et al., 2011). 16 

Os derivados azólicos, como o fluconazol e o voriconazol, apresentam 17 

atividade contra o citocromo P-450 do fungo, inibindo a síntese de ergosterol, o 18 

que interrompe a síntese da membrana celular do fungo (SANGLARD et al., 2003; 19 

CUENCA-ESTRELLA, 2010). A reação de biossíntese de ergosterol pode ser 20 

variável entre as diferentes espécies de Candida spp.. Existem mecanismos de 21 

resistência aos azóis em leveduras do gênero Candida, principalmente para o 22 

fluconazol, como por exemplo, a alteração da enzima responsável pela síntese do 23 

ergosterol e ativação de bombas de efluxo de fluconazol (FIDEL et al., 1999). 24 

Alguns genes já foram demonstrados estar envolvidos nesses fenótipos, como os 25 
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da família ERG, os genes CDR e os MDR (VANDEPUTTE et al., 2009; CUENCA-1 

ESTRELLA, 2010). 2 

O fluconazol é droga mais frequentemente empregada no tratamento de 3 

infeções por Candida spp. e tem se mostrado bastante eficaz, com taxas de 4 

susceptibilidades superiores a 90%. No início, a ampla utilização dessa droga na 5 

prática clínica, seja para tratamento de infeções ou uso profilático, foi alvo de 6 

preocupação em relação à emergência de isolados resistentes e/ou resistência 7 

cruzada com outros azóis, como itraconazol, posaconazol e voriconazol, mas até 8 

o momento a hipótese não foi confirmada (MESSER et al., 2006, PFALLER et al., 9 

2006; PFALLER et al., 2007; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; WESTBROOK 10 

et al., 2010; CATALDO & PETROSILLO, 2011; LINGEGOWDA et al., 2011). 11 

Nem todas as espécies são sensíveis ao fluconazol, C. krusei apresenta 12 

resistência intrínseca e outras espécies como C. glabrata, C. guilliermondii e C. 13 

rugosa, podem apresentar sensibilidade diminuída (MOKADDAS ET AL., 2006; 14 

PFALLER et al., 2006; MESSER et al., 2009). Já foram detectados isolados de C. 15 

glabrata resistentes ao fluconazol (PFALLER & DIEKEMA, 2007). O voriconazol, 16 

mais recentemente introduzido nos hospitais brasileiros, foi avaliado em 17 

comparação ao fluconazol em um estudo epidemiológico global e foi demonstrado 18 

apresentar susceptibilidade superior para as principais espécies, como C. 19 

albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii, exceto C. 20 

tropicalis. Por outro lado, a susceptibilidade ao voriconazol foi menor frente às 21 

espécies que apresentaram resistência ao fluconazol, como alguns isolados de C. 22 

albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. rugosa (PFALLER et al., 2007). Na França, 23 

Mallié et al. (2005) utilizaram o Etest® (AB Biodisk) para determinar a 24 

concentração inibitória mínima frente ao fluconazol e voriconazol e verificaram 25 
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que espécies com menor susceptibilidade ao fluconazol apresentam taxa de 1 

susceptibilidade de 99% ao voriconazol, enquanto que espécies resistentes ao 2 

fluconazol apresentaram taxa de susceptibilidade de aproximadamente 71% ao 3 

voriconazol.  4 

Desde 1992 existe a preocupação em padronizar os testes de 5 

susceptibilidade a drogas antifúngicas. O CLSI elaborou um protocolo que deveria 6 

ser seguido por todos os laboratórios na tentativa de padronizar os testes 7 

empregados para determinação da concentração inibitória mínima de fungos 8 

leveduriformes aos antifúngicos. O primeiro documento, o M27-A foi aprovado em 9 

1997 (M27-A, CLSI). Concomitantemente, o EUCAST (European Committee on 10 

Antimicrobial Susceptibility Testing) desenvolveu um protocolo equivalente ao 11 

publicado pelo CLSI, atualmente considerado uma metodologia alternativa, com 12 

diferenças sutis. Atualmente já existe a terceira versão do documento do CLSI, o 13 

M27-A3, com mínimas modificações na metodologia e inclusão de novas drogas 14 

(M27-A3, CLSI). 15 

Além das técnicas que empregam meios líquidos para determinação da 16 

CIM, o CLSI também padronizou um método de difusão em discos para fungos 17 

leveduriformes (M44-A, CLSI). Este método é relativamente simples, bastante 18 

similar ao empregado em bacteriologia, porém o documento só apresenta os 19 

pontos de corte para o fluconazol e voriconazol. 20 

Outros métodos, relativamente mais simples, têm sido empregados na 21 

prática diária. A técnica que apresenta maior concordância com o método 22 

padronizado de microdiluição é o método comercial Etest®, utilizado para 23 

determinação de CIMs de fungos leveduriformes e filamentosos (DÓCZI et al., 24 

2004; JOHNSON, 2008). Sensititre YeastOne® e o ATB Fungus 2® são outros 25 
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métodos comerciais disponíveis, porém apresentam menor aceitação quando 1 

comparados ao Etest® (JOHNSON, 2008; PAREDES, 2009). O VITEK®, método 2 

automatizado, que utiliza espectrofotometria para leitura da CIM, embora 3 

apresente maior custo, demonstrou boa concordância com o método padronizado 4 

pelo CLSI (PINCUS et al., 1999; PINCUS et al., 2007; PETERSON et al., 2011). 5 

Embora existam inúmeras técnicas para detecção da susceptibilidade às 6 

principais drogas antifúngicas disponíveis, características do micro-organismo, 7 

como por exemplo, a capacidade de adesão e formação de biofilme, podem 8 

reduzir o poder de ação das drogas. 9 

Biofilmes são agregados de micro-organismos unicelulares formando 10 

estruturas multicelulares que aderem às superfícies. Esta formação pode ocorrer 11 

em resposta a vários fatores incluindo alta densidade celular, privação de 12 

nutrientes e estresse físico-ambiental (O’TOOLE et al., 2000; HALL-STOODLEY 13 

et al, 2004). Bactérias e fungos patogênicos são capazes de formar biofilme 14 

(HAWSER & DOUGLAS, 1994; TUNNEY et al., 1996; DONLAN, 2001). 15 

Considerando que os biofilmes, geralmente, são mais resistentes aos 16 

mecanismos de defesa do hospedeiro e às drogas antimicrobianas do que as 17 

células dispersas, eles representam um fator predisponente de infecção para 18 

muitos pacientes (BAILLIE & DOUGLAS, 1998; BAILLIE & DOUGLAS, 2000; 19 

DONLAN, 2001; KONTOYIANNIS & LEWIS, 2002; RAMAGE et al., 2002; 20 

SANGLARD & ODDS, 2002), 21 

Em síntese, biofilmes utilizam um sistema sofisticado de comunicação 22 

intercelular, o quorum-sensing (WATERS & BASSLER, 2005, ALBUQUERQUE & 23 

CASADEVALL, 2012), que envolve a formação de uma matriz polimérica 24 

extracelular, dependente da adesão célula-substrato e célula-célula, e pode ser 25 
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composta de múltiplos tipos celulares. Muitas dessas características são 1 

compartilhadas com tecidos de eucariotos superiores, e esta analogia desperta a 2 

hipótese de que o biofilme formado por micro-organismos pode representar o 3 

primeiro passo da evolução da multicelularidade em eucariotos superiores (SOLL, 4 

2008). A presença de biofilme em dispositivos médicos está geralmente 5 

associada à infecção de corrente sanguínea, o que chegou a causar, só nos EUA, 6 

mais de 10 milhões de mortes associadas a cateter por ano (DONLAN & 7 

COSTERTON, 2002; KOJIC & DAROUICHE, 2004).  8 

Espécies de Candida, em geral, são capazes de aderir a superfícies 9 

bióticas e abióticas, podendo levar a formação de biofilme, que se comporta como 10 

potente fator de virulência desses micro-organismos (CALDERONE & BRAUN, 11 

1991, REX, 1996). Esses biofilmes podem se formar em superfícies inertes de 12 

dispositivos implantados como cateteres, próteses de válvulas cardíacas, de 13 

substituições de articulações, entre outros materiais médicos e não-médicos 14 

(BRANCHINI et al., 1994; HAWSER & DOUGLAS, 1994; TUNNEY et al., 1996; 15 

KUMAR & ANAND, 1998; DONLAN, 2001). Biofilmes de Candida têm recebido 16 

considerável atenção devido à alta prevalência em superfícies de cateteres 17 

(BRANCHINI et al., 1994) e à notória resistência aos antifúngicos 18 

(KONTOYIANNIS & LEWIS, 2002; SANGLARD & ODDS, 2002). 19 

Uma vez que nenhuma terapia é capaz de erradicar por completo o 20 

biofilme de Candida, a colonização dos dispositivos médicos por esse micro-21 

organismo frequentemente resulta em sua perda funcional e na maioria dos casos 22 

é necessária a remoção e/ou a substituição do dispositivo (EERENSTEIN et al., 23 

1999). As células liberadas do biofilme podem migrar para a corrente sanguínea e 24 

causar infecções sistêmicas (RAMAGE et al., 2002). 25 
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A formação do biofilme em C. albicans vem sendo descrita como um 1 

processo gradual que se inicia com a aderência a um substrato, seja o próprio 2 

tecido do hospedeiro, dispositivo médico ou outra superfície inerte, resultando na 3 

formação de uma confluente camada basal de células que se dividem e produzem 4 

hifas, como projeções tubulares direcionadas para a região superior do biofilme 5 

(SOLL, 2008). Célulaso biofilme desenvolvem uma estável matriz extracelular de 6 

substâncias poliméricas de composição muito variável (CHANDRA et al., 2001 7 

DOUGLAS, 2003; SOLL, 2008). O estágio final do desenvolvimento do biofilme é 8 

o estágio de maturação, quando ocorre menor crescimento das leveduras, 9 

elevado crescimento das hifas, e o envolvimento do biofilme pela matriz 10 

extracelular. A estimulação da produção da matriz extracelular em C. albicans 11 

durante o desenvolvimento do biofilme ainda é de causa desconhecida, o que se 12 

conhece, no entanto, é que a composição da matriz inclui: carboidratos, 13 

proteínas, fósforo, glicose e hexosaminas, mas a maior parte desse conteúdo 14 

ainda não foi identificada (BAILLIE & DOUGLAS, 2000; BLANKENSHIP & 15 

MITCHELL, 2006). Além de C. albicans, outras espécies de Candida. também são 16 

capazes de formar biofilme, sendo as espécies de interesse médico as mais 17 

estudadas. Biofilmes formados pelas principais espécies isoladas de materiais 18 

biológicos, como C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata, também 19 

estão associados a altas taxas de morbidade e mortalidade quando comparados 20 

com os de isolados que não formam biofilme (KUMAMOTO, 2002). 21 

Em C. parapsilosis, a produção de biofilme tem sido considerada um 22 

importante fator de virulência. C. parapsilosis é bem conhecida como causadora 23 

de fungemia e candidíase invasiva associada à hiperalimentação parenteral, 24 

dispositivos intravasculares e soluções oftálmicas contaminadas (PLOUFFE et al., 25 
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1977; SOLOMON et al., 1984; O’DAY et al., 1987; WEMMS et al., 1987; WEMMS, 1 

1992). Vários fatores dão a C. parapsilosis uma vantagem seletiva, incluindo a 2 

proliferação em altas concentrações de glicose e aderência a materiais protéticos 3 

(CRITCHLEY & DOUGLAS, 1985; WEMMS et al., 1987). Assim como C. 4 

parapsilosis, as espécies relacionadas, C. orthopsilosis e C. metapsilosis também 5 

são capazes de formar biofilme (LATTIF et al. 2010). 6 

Em C. tropicalis, o biofilme é considerado um dos principais fatores que 7 

contribuem para a disseminação e alta taxa de mortalidade relacionada a esta 8 

espécie (KRCMERY, 1999; NEGRI et al., 2009; SILVA et al., 2012). 9 

A base molecular da formação e do desenvolvimento do biofilme deste 10 

grupo de fungos não está completamente compreendida, porém, já está bem 11 

estabelecida que a interação da C. albicans com as células do hospedeiro ou 12 

superfícies inertes resulta em alterações na expressão de diferentes genes. 13 

Diferentes estudos têm descrito mudanças nos níveis de expressão gênica 14 

durante o desenvolvimento do biofilme (MARCHAIS et al., 2005, MURILLO et al. 15 

2005). Os avanços na biologia molecular e genômica têm contribuído para melhor 16 

entendimento das bases genéticas da produção de biofilme, particularmente em 17 

C. albicans, que foi a primeira espécie do gênero a ter o genoma completamente 18 

sequenciado (JONES et al., 2004; ODDS et al., 2004; BRAUN et al., 2005). 19 

Em C. albicans, espécie mais frequentemente estudada, sabe-se que a 20 

base molecular da formação do biofilme é muito complexa, com envolvimento de 21 

vários genes e reguladores, mas nos últimos anos esse assunto vem sendo 22 

melhor compreendido (NOBILE et al., 2006). O desenvolvimento do biofilme está 23 

associado com a transição do crescimento celular leveduriforme para a forma de 24 

pseudo-hifas, e já foi demonstrado que cepas nocauteadas para os genes 25 
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responsáveis por essa transição apresentam produção de biofilme extremamente 1 

diminuída em relação à cepa selvagem (LEWIS et al., 2002). A regulação de 2 

adesinas e de proteínas de parede celular também é considerada importante para 3 

o processo de desenvolvimento do biofilme de C. albicans (VERSTREPEN & 4 

KLIS, 2006), sendo que as principais proteínas envolvidas no biofilme são as da 5 

família ALS (agglutinine-like sequence). As als são glicoproteínas de adesão 6 

codificadas pelos genes da família ALS, constituída de oito genes nomeados em 7 

sequência de ALS1 a ALS7 e ALS9 (HOYER, 2001). 8 

Os genes ALS foram inicialmente demonstrados estarem com a 9 

expressão aumentada durante a formação do biofilme (CHANDRA et al., 2001; 10 

GREEN et al., 2004; GARCIA-SANCHEZ et al., 2004; O’CONNOR et al., 2005). 11 

Cada gene da família ALS apresenta uma estrutura similar composta por três 12 

domínios: um domínio 5’, na extremidade N, composto por 1299 a 1308pb, que 13 

apresenta 55-90% de similaridade entre os diferentes genes da família; um 14 

domínio central variável com motifs de 108pb que se repetem ao longo do 15 

domínio; e um domínio 3’, extremidade C, que é relativamente variável em 16 

tamanho e sequência de nucleotídeos entre os genes da mesma família (HOYER, 17 

2001).Os genes da família ALS estão localizados em três cromossomos distintos: 18 

ALS1, ALS2, ALS4, ALS5 e ALS9 estão localizados no cromossomo 6, ALS6 e 19 

ALS7 estão localizados no cromossomo 3, e ALS3 no cromossomo R (HOYER et 20 

al., 1995, HOYER et al., 1998a; HOYER et al., 1998b; HOYER, 2001).  21 

O tamanho de um mesmo gene ALS frequentemente varia dentro de 22 

uma mesma espécie e entre alelos de uma mesma cepa devido a diferenças no 23 

número de cópias dos motifs de 108pb, repetidos em tandem, presentes no 24 

domínio central de cada gene (HOYER, 2001). É comum, por exemplo, uma 25 
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mesma cepa apresentar padrões diferentes para o gene ALS1 devido à 1 

variabilidade do número de repetições dos motifs na região do domínio central em 2 

cada alelo (HOYER et al., 1998a). Estudos moleculares sobre a expressão de 3 

genes de ALS demonstraram que os mesmos são regulados e expressos 4 

diferentemente em função de processos fisiológicos celulares, tais como o estágio 5 

de crescimento e morfologia da célula, ou seja, predominantemente leveduriforme 6 

ou na forma de hifas e pseudo-hifas (HOYER et al., 1995; HOYER et al., 7 

1998a,b). 8 

Dentre os genes dessa família destacam-se o ALS1 e ALS3, principais 9 

responsáveis pela produção de biofilme em C. albicans (NOBILE & MITCHELL, 10 

2005, NOBILE et al, 2006; SOLL, 2008), sendo que o ALS3 também contribui 11 

para a fusão das pseudo-hifas que formam um arcabouço, garantindo integridade 12 

à estrutura do biofilme (SOLL, 2008). O papel do ALS3 no desenvolvimento do 13 

biofilme de C. albicans já está bem descrito, estudos utilizando nocaute para esse 14 

gene já comprovaram sua importância nesse processo (NOBILE et al, 2006; 15 

NAILIS et al., 2009; LIU & FILLER, 2011). Em um estudo com a utilização de 16 

nocautes ALS3 foi observado que o biofilme era frágil e apresentava alterações 17 

na arquitetura das hifas (GARCIA-SANCHEZ et al., 2004). 18 

Desde a descoberta do gene ALS1 em C. albicans, pesquisadores vêm 19 

tentando entender sua relação com o restante da família ALS, pela caracterização 20 

de suas proteínas e funções. Os genes ALS exibem diversos níveis de 21 

variabilidade, incluindo espécie-específica e alelo-específica, diferenças de 22 

tamanho para um mesmo gene, diferenças na regulação gênica espécie-23 

específica, ausência de um gene ALS particular em certos isolados, e regiões 24 

codificadoras adicionais em outros (HOYER, 2001). Constatou-se que destes 25 
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genes, o ALS1, que codifica glicoproteínas de superfície celular, apresenta-se 1 

com expressão aumentada em células do biofilme de C. albicans (GARCÍA-2 

SÁNCHEZ et al., 2004). O gene ALS3 também mostrou alta expressão, porém, 3 

aparentemente associado à produção de hifas de C. albicans (HOYER et al., 4 

1998).  5 

Nailis et al. (2006) compararam a expressão gênica de ALS1 e ALS3 6 

entre as células do biofilme de C. albicans, formadas sobre superfície de silicone, 7 

e as células planctônicas, e constataram um significativo aumento da expressão 8 

de ALS1 nas células do biofilme, e uma diminuição da expressão de ALS3. Por 9 

outro lado, Nobile et al. (2008) concluíram, após vários testes com mutantes 10 

ALS1/ALS1 ALS3/ALS3, que ALS3 e ALS1 são essenciais para a formação do 11 

biofilme in-vivo e a redução na expressão dessas proteínas acarreta na formação 12 

de um biofilme de estrutura frágil. 13 

O papel do produto do gene ALS1 na aderência das C. albicans às 14 

células humanas ainda não está completamente compreendido. Segundo Fu et al. 15 

(2002), o gene ALS1 codifica uma proteína de superfície celular responsável pela 16 

aderência nas células endoteliais e epiteliais. O rompimento de ambas as cópias 17 

deste gene em C. albicans é associado com uma redução para 35% na aderência 18 

às células endoteliais, e o aumento da expressão de ALS1 aumenta a aderência 19 

em 125%.  20 

Outro gene que comprovou ser importante na formação do biofilme de 21 

C. albicans é HWP1 (hyphal wall protein1), codificador de uma proteína de 22 

superfície (NOBILE et al., 2008). Mutantes ALS1/ALS3/HWP1 desenvolveram um 23 

biofilme com padrão bastante irregular em cateteres em modelo de infecção, in-24 

vivo e in-vitro. Provavelmente HWP1, ALS1 e ALS3 tenham funções 25 
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complementares, pois a expressão de HWP1 em S. cerevisiae permite a 1 

aderência a uma cepa selvagem de C. albicans, mas o mesmo não ocorre numa 2 

cepa mutante ALS1/ALS3 (NOBILE et al., 2008). Alguns autores sugeriram que a 3 

função das proteínas ALS3 e HWP1 está ligada ao estágio de aderência, uma vez 4 

que a expressão das ALS3 e HWP1 ocorre somente durante o estágio de hifa 5 

(STAAB et al., 1996; HOYER et al., 1998a). Essas proteínas podem ser as 6 

mediadoras da aderência célula-hifa ou hifa-hifa (BLANKENSHIP & MITCHELL, 7 

2006).  8 

Nobile et al. (2008), sugeriram que a função de ALS1 e de ALS3 possam 9 

ser complementares à função de HWP1 das células vizinhas. Essas observações 10 

sugerem uma analogia entre as adesinas de C. albicans com as mating-11 

aglutininas de S. cerevisiae, particularmente devido à similaridade estrutural de 12 

ALS1 e ALS3 com as α-aglutininas de S. cerevisiae. Parte da estrutura da ALS, 13 

incluindo a porção N-terminal, é similar à estrutura das α-mating-aglutininas 14 

(SAG1) de S. cerevisiae. As proteínas ALS apresentam especificidades diferentes 15 

da Sag1, porém afinidades similares ao análogo a-mating-aglutinina de S. 16 

cerevisiae. Também foi observada similaridade entre HWP1 e a-mating-aglutinina 17 

(Aga1 e Aga2) do S. cerevisiae (NOBILE et al., 2008; SOLL, 2008). As funções 18 

complementares de HWP1, ALS1 e ALS3 na formação do biofilme são análogas 19 

às funções das aglutininas sexuais durante a reação de mating (SOLL, 2008)..  20 

Essa associação entre biofilme e mating já havia sido sugerida por 21 

Daniels et al., (2006) os quais observaram que o fator mating pode simular a 22 

formação do biofilme em um correspondente genético de C. albicans, e por Soll 23 

(2008), o qual também especulou que este processo pode estar presente também 24 

em outros organismos, como em E. coli na qual a conjugação (mating) ocorre 25 
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com frequência 1.000 vezes maior durante o biofilme do que em condições de 1 

células dispersas, planctônicas (GHIGO, 2001).  2 

Tais dados sugerem que a complementaridade pode ser uma relíquia 3 

evolutiva que reflete a reorganização do produto gênico de um ancestral 4 

“sexualmente mais ativo” que a C. albicans de hoje. Essa complementaridade das 5 

adesinas sugere a importância da presença de uma única espécie no biofilme, 6 

uma vez que o biofilme depende do contato intraespecífico (NOBILE et al., 2008). 7 

Diferentemente do que acontece com C. albicans, C. parapsilosis não 8 

forma hifa, embora seu biofilme pareça ser constituído de células alongadas 9 

(LAFFEY & BUTLER. 2005). Análises genéticas de C. parapsilosis são 10 

dificultadas pela ausência de dados moleculares adequados. Sabe-se que essa 11 

espécie apresenta genoma diploide (FUNDYGA et al., 2004; LASKER et al., 12 

2006) e ausência de ciclo sexuado ou ainda não observado (LOGUE et al., 2005). 13 

Com a publicação do genoma de C. parapsilosis, sabe-se que homólogos do 14 

gene ALS de C. albicans estão presentes em C. parapsilosis, porém apenas cinco 15 

genes da família estão presentes ALS1 ao ALS5 (BUTLER et al., 2009). Desde a 16 

publicação do genoma, protocolos altamente eficientes para transformação 17 

genética e clonagem em vetores vêm sendo desenvolvidos (NOSEK et al., 2002; 18 

ZEMANOVA et al., 2004; GACSER et al., 2007b). No entanto, até o momento, 19 

poucos estudos para geração de cepas nocauteadas de C. parapsilosis foram 20 

descritos (DING & BUTLER, 2007; GÁCSER et al. 2007; NGUYEN et al., 2011a, 21 

b) e nenhum que envolvesse os genes ALS. 22 

O concomitante crescimento da frequência das infecções por Candida 23 

spp. e da resistência aos antifúngicos, demanda o conhecimento da 24 

epidemiologia local para tomadas de medidas de práticas de controle e manejo 25 
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dessas infecções. Isso requer um aprimoramento constante na capacidade de se 1 

fazer uma correta identificação e caracterização molecular das espécies 2 

envolvidas. Da mesma forma, o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos 3 

nos fatores de virulência desses micro-organismos, como a produção de biofilme, 4 

poderá também contribuir para o desenvolvimento e aprimoramento de novos 5 

alvos terapêuticos no combate a estes agentes.  6 
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2. OBJETIVOS 1 

 2 

2.1. Objetivo geral 3 

Caracterizar a população de espécies de leveduras do gênero Candida 4 

causadoras de infecções invasivas, obtidas de hemoculturas de pacientes do 5 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, em relação 6 

às suas identidades taxonômicas, produção de biofilme, e perfis moleculares e de 7 

sensibilidades às drogas antifúngicas. 8 

 9 

2.2. Objetivos específicos 10 

 Candida spp. (todos os isolados) 11 

  -Realizar a identificação por método molecular de sequenciamento 12 

de regiões de rDNA e comparar com a metodologia clássica de identificação. 13 

  -Avaliar à produção de biofilme in vitro. 14 

   -Caracterizar o perfil de susceptibilidade às principais drogas 15 

antifúngicas. 16 

 C. albicans 17 

  -Realizar a genotipagem em relação aos seus padrões de presença 18 

do intron do grupo I visando também detectar a possível ocorrência da espécie C. 19 

dubliniensis. 20 

   -Caracterizar os padrões de polimorfismos dos genes ALS1 e ALS3 21 

e investigar a presença do gene HWP1, e suas associações coma produção de 22 

biofilme; 23 

 C. parapsilosis (Complexo “psilosis”) 24 
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   -Diferenciar as três espécies do complexo C. parapsilosis pelo 1 

método do gene SADH e comparar com a metodologia de identificação molecular 2 

por sequenciamento de rDNA. 3 

   -Avaliar a expressão dos genes ALS-like e seu papel na produção 4 

de biofilme.  5 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 1 

 2 

3.1. Origem das amostras 3 

As leveduras empregadas nesse estudo são parte da Coleção de 4 

Culturas do Laboratório de Microbiologia Médica “Dr. Augusto Cezar Montelli” 5 

(LMM), do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de 6 

Biociências de Botucatu, UNESP (IBB). 7 

Foram avaliadas 196 amostras de leveduras isoladas de hemocultura de 8 

pacientes do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, 9 

UNESP (HC-FMB).  10 

 11 

3.2. Seleção das amostras 12 

Foram selecionadas amostras de leveduras isoladas no período de 2000 13 

a 2006, com base na previa identificação pelo Laboratório de Microbiologia do 14 

setor de Análises Clínicas do HC-FMB. Para a seleção das amostras, 15 

consideraram-se dois fatores: i) identificação do micro-organismo, incluindo 16 

apenas leveduras pertencentes ao gênero Candida sensu lato; ii) número do  17 

registro hospitalar do paciente, para evitar que se trabalhasse com isolados 18 

repetidos. A identificação das amostras foi realizada por método automatizado: 19 

MicroScan WalkAway system (Dade MicroScan) para as amostras isoladas até 20 

2003 e o Vitek system (bioMerieux Vitek) para isolados de 2004 a 2006. 21 

 22 

3.3. Recuperação das amostras 23 

Os micro-organismos pertencentes à Coleção de Culturas do LMM estão 24 

mantidos em criopreservação, em freezer -80°C. Para a recuperação das 25 
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amostras, os criotubos contendo as leveduras selecionadas foram descongelados 1 

em temperatura ambiente (TA). Posteriormente, as leveduras foram inoculadas 2 

em tubos contendo meio de cultura líquido Sabouraud Dextrose Broth (SDB, BD). 3 

Após incubação a 37°C por até 72h, uma alçada de cada suspensão foi semeada 4 

em placas contendo meio cromogênico (BBL CHROMagar Candida, BD) para 5 

certificação da pureza da cultura e possível confirmação da prévia identificação.  6 

 7 

3.4. Identificação morfológica e fisiológica  8 

Amostras que apresentaram discordância e/ou dúvidas quanto à 9 

identificação preliminar e amostras que não estavam identificadas em nível de 10 

espécie, foram submetidas à identificação por meio de métodos clássicos de 11 

identificação, baseados no perfil fisiológico e características morfológicas. O 12 

principal método empregado foi o auxanograma, e em alguns casos também foi 13 

necessária a realização de zimograma e micro-cultivo (Figura 1). 14 

O teste do auxanograma consiste em avaliar a capacidade de 15 

assimilação de carboidratos como fonte de energia. Foram utilizados os seguintes 16 

carboidratos: glicose, galactose, sacarose, maltose, lactose, rafinose, trealose, 17 

melezitose, ramnose, dulcitol, inositol, celobiose, melibiose, manitol, xilose e 18 

arabinose. 19 

Realização do auxanograma: uma única colônia de levedura foi 20 

semeada em meio Sabouraud Dextrose agar (SDA, Difco) acrescido de 1% de 21 

Extrato de Levedura (Difco) e incubada overnight a 35°C. Todas as células 22 

crescidas na superfície do meio foram suspensas em solução salina 0,85% e 23 

inoculadas em meio fonte C, livre de carboidratos (0,5% sulfato de amônio, 0,1% 24 

fosfato potássio, 0,5% sulfato magnésio, 2% ágar). Logo após, os carboidratos a 25 
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serem testados foram adicionados ao meio, e a placa (150x15mm) permaneceu 1 

incubada a 35°C por até 72h (Figura 1B). Quando há assimilação do carboidrato 2 

ocorre formação de um halo de crescimento em torno do mesmo. 3 

O zimograma foi realizado nos casos em que a identificação não foi 4 

possível através do CHROMagar e auxanograma. O zimograma consiste em 5 

avaliar a capacidade de fermentação de alguns carboidratos como fonte de 6 

energia. Os carboidratos empregados foram: glicose, galactose, lactose, sacarose 7 

e maltose. 8 

Realização do zimograma: uma única colônia, de cada amostra, foi 9 

tocada e ressuspendida em solução salina 0,85% e inoculadas nos tubos 10 

contendo meio de cultura líquido (0,3% extrato de carne, 0,5% cloreto de sódio, 11 

1% peptona, 0,08% azul de bromotimol, 2% de cada açúcar), já contendo a 12 

respectivas fontes de carboidratos. Os tubos ficaram incubados a 25°C por até 15 13 

dias. Cada tubo também contém um tubo de Durham, invertido para captação do 14 

gás formado pelo processo de fermentação do açúcar presente no meio. São 15 

considerados positivos quando há presença de gás no interior do tubo de Durham 16 

(Figura 1C). 17 

A técnica de micro-cultivo também foi empregada nos casos em que a 18 

identificação não foi possível através dos testes descritos acima. 19 

Realização do micro-cultivo: uma única colônia, de cada amostra, foi 20 

tocada e ressuspendida em solução salina 0,85% e uma alçada desta suspensão 21 

foi utilizada para fazer três estrias em uma placa, ou lâmina, contendo meio Corn 22 

Meal Agar (Difco) com 1% de Tween 80, uma lamínula foi colocada sobre as 23 

estrias e a placa foi incubada a 25°C por até 96h. A micro-morfologia de cada 24 

isolado foi avaliada em microscópio convencional (Figura 1D-G). 25 
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Os achados dos métodos morfofisiológicos acima descritos foram 1 

analisados por comparação com tabelas e figuras de publicações tradicionais da 2 

área, utilizadas pelos laboratórios de microbiologia, com algumas adaptações 3 

(CHAMPE et al., 2008; DE HOOG et al., 2000; KURTZMAN et al., 2011; SIDRIM 4 

& ROCHA, 2004; TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; WINN et al., 2008). 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

3.5. Identificação Molecular 10 

A identificação molecular das leveduras foi realizada pela técnica de 11 

sequenciamento de regiões de rDNA. Para tal foram realizados os procedimentos 12 

de extração de DNA, quantificação do DNA, reações de PCR para amplificação 13 

das regiões alvo, visualização em gel do material amplificado, reações de 14 

sequenciamento e análise das sequências obtidas. 15 

A B C 

D E 

F G 

Figura 1. Etapas da identificação morfo-fisiológica de Candida spp.. 
A: CHROMagar Candida – identificação preliminar; B: Auxanograma 
– assimilação de fontes de carbono; C: Zimograma – fermentação de 
fontes de carbono; D-G: Microcultivo – micromorfologia.   
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Extração do DNA: após crescimento overnight em meio SDB, as células 1 

foram concentradas por centrifugação a 13000g/5min, o sobrenadante foi 2 

descartado e as células ressuspendidas em 1ml de solução 1M sorbitol e 125mM 3 

EDTA e 500mg glass beads. Os tubos foram agitados em vórtex por 2min para 4 

ruptura das células. Os tubos foram então centrifigados a 13000g/5min, o 5 

sobrenadante descartado e o material ressuspendido em 500µl de tampão de 6 

extração (100mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 2% SDS e 2% β-mercaptoetanol) e 20µl 7 

de proteinase K (Invitrogen). Após incubação overnight, foram adicionado 500µl 8 

de solução 5M de acetato de potássio, os tubos foram homogeneizados por 9 

inversão e incubados em gelo por 2h. Os tubos foram centrifugados a 10 

13000g/10min/4°C e o sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido para um 11 

novo eppendorf. Para “limpeza” do DNA, foram acrescentados 500µl de 12 

isopropanol gelado, os eppendorfs foram centrifugados a 13000g/10min/4°C, o 13 

sobrenadante descartado e o pellet  lavado novamente com 1ml de 70% de etanol  14 

gelado. Os eppendorfs foram então centrifugados, o etanol sobrenadante 15 

descartado e o pellet  deixado para secar a temperatura ambiente. Após 16 

evaporação de todo etanol restante, o DNA foi ressuspendido em 100µl de água 17 

MiliQ esterilizada. Esse protocolo foi adaptado de McCoullogh et al. (2000). 18 

Quantificação do DNA extraído: todo DNA extraído foi submetido à 19 

corrida eletroforética em gel de agarose a 1%. O marcador DNA Low Mass 20 

(Invitrogen) foi empregado para estimativa da concentração de DNA presente em 21 

cada amostra, por comparação da intensidade das bandas. Depois de 22 

quantificado, o DNA de cada amostra foi diluído a uma concentração de 10ng/µl e 23 

quantificado, por espectrofotometria, no equipamento NanoVue (GE). 24 
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Armazenamento do DNA: os eppendorfs contendo DNA das amostras, 1 

já na concentração ideal para uso nas reações de PCR, permaneceram mantidos 2 

em freezer -20°C até o momento do uso. 3 

Amplificação de regiões de rDNA:  foi realizada amplificação por PCR da 4 

região ITS1-5.8S-ITS2 de rDNA de todas as amostras.  Os primers empregados 5 

foram ITS4 e ITS5 (Quadro 1) que permitem amplificação de toda a região alvo 6 

(Figura 2A). As concentrações de cada reagente empregado seguiram sempre a 7 

indicação do fabricante, presente na bula da enzima Taq polimerase. Foram 8 

empregadas as seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial de 92-9 

98°C/4min, seguido por 35 ciclos de 92-98°C/2min, 55°C/2min, e 72°/2min e 10 

72°C/10min; a temperatura de denaturação foi ajustada de acordo com as 11 

especificações do fabricante da enzima Taq polimerase empregada na reação. O 12 

material amplificado foi analisado por meio de corrida eletroforética em gel de 13 

agarose a 0,8%. A concentração do produto amplificado de cada amostra foi 14 

estimada pela comparação da intensidade das bandas em relação ao marcador 15 

LowMass (Invitrogen).  16 

Tratamento do material amplificado: os produtos amplificados foram 17 

tratados com a enzima ExoSap-IT (USB) para remoção dos Dntps e primers não 18 

incorporados durante a reação de PCR. Para tal, foram adicionados 2µl de 19 

enzima ExoSap-IT para cada 5µl de material amplificado, a reação foi realizada 20 

em termociclador com um ciclo de 37°C/15min para degradação do material não 21 

desejado seguido de um ciclo de 80°C/15min para inativação da enzima. Após a 22 

inativação, o material foi armazenado em freezer -20°C para posterior 23 

sequenciamento. 24 

 25 
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 1 

 2 

Reações de sequenciamento: as concentrações foram ajustadas para 3 

aproximadamente 20ng/µl. Para as reações de sequenciamento foram 4 

preparados dois tubos para cada amostra, um contendo 5 µl da amostra a 20ng/µl 5 

e 2,5 µl de primer foward a 5µM e outro contendo 5 µl da amostra a 20ng/µl e 2,5 6 

µl de primer reverse a 5 µM. Os tubos, devidamente identificados, foram então 7 

enviados ao Centro de Estudos do Genoma Humano da USP ou, mais 8 

recentemente, para o Laboratório de Diagnóstico Molecular do Departamento de 9 

Microbiologia e Imunologia do IBB. Para cada amplicon, realizou-se o 10 

sequenciamento em ambos os sentidos, ou seja, fitas forward e reverse. Os 11 

cromatogramas obtidos foram comparados visualmente e as sequências 12 

alinhadas com o auxilio dos softwares CHROMAS, MEGA 4.0 e BioEdit, de forma 13 

a obter a sequência consenso entre as fitas forward e reverse para cada isolado. 14 

Figura 2. Amplificação de regiões de rDNA. Esquema de 
anelamento dos primers para identificação pela 
amplificação e sequenciamento da região ITS1-5.8S-ITS2 
(A) e região D1/D2 (B). 

A 

B 
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A sequência consenso de cada cepa foi então comparada pela ferramenta Blastn 1 

do NCBI, Broad Institute ou Sanger Institute. Para a identificação, consideraram-2 

se os alinhamentos que apresentaram maior identidade/similaridade com as 3 

sequências depositadas, preferencialmente as provenientes de trabalhos já 4 

publicados ou cepas de referência, ATCC ou CBS (Figura 3). 5 

 6 

 7 

Figura 3. Softwares utilizados para análise da sequência. (A) Mega 5.05: 
análise das sequências sense e anti-sense e obtenção das sequências 
consenso; (B) BioEdit: análise dos cromatogramas das sequências obtidas; 
Blastn: ferramenta do NCBI para comparação das sequências com outras 
depositadas no banco de dados - genbank.  

A 

B 

C 
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Amplificação da região D1D2 de rDNA: nos casos em que a sequência 1 

obtida apresentou incoerência no alinhamento ou porcentagem de similaridade 2 

baixa em relação às sequências depositadas nos bancos de dados, foi realizada a 3 

amplificação da região D1/D2, também de rDNA (Figura 2B), bem como repetição 4 

da amplificação da região ITS11-5.8S-ITS2. Foram utilizados os primers D1D2, as 5 

condições de ciclagem foram exatamente as mesmas utilizadas para amplificação 6 

com primers ITS4 e ITS5. Todos os procedimentos empregados, após a 7 

amplificação por PCR, são os mesmos descritos acima. 8 

 9 

3.6. Caracterização da produção de biofilme 10 

A produção de biofilme foi avaliada utilizando como substrato discos de 11 

silicone, produzidos com o mesmo material que a maioria dos cateteres 12 

hospitalares, seguindo metodologia proposta por Chandra et al. (2008). Para 13 

caracterizar a produção de biofilme das 196 amostras de Candida spp., avaliadas 14 

no presente estudo foram realizados procedimentos de quantificação, 15 

visualização por microscopia óptica de fluorescência e por microscopia eletrônica 16 

de varredura do biofilme formado sobre a superfície do substrato de silicone. 17 

Condições de crescimento: uma única colônia de cada amostra foi 18 

semeada em placas contendo SDA (Difco) e incubados por 24h/35°C, a seguir as 19 

leveduras foram inoculadas em meio líquido Yeast Nitrogen Base (YNB, Difco) 20 

contendo glicose (50mM) e incubadas sob agitação, por 24h/35°C. Os tubos 21 

foram centrifugados a 3000rpm/5min/4°C, o sobrenadante descartado e tampão 22 

fosfato (PBS) foi utilizado para lavagem das células por três vezes. A 23 

concentração foi ajustada para 10-7 células/ml em meio YNBD (YNB + 50mM 24 



44 
 

glicose), para então serem utilizadas como inóculo inicial para a produção do 1 

biofilme no substrato de silicone (Figura 4).  2 

Formação do biofilme: os discos de silicone (Kinner®), previamente 3 

lavados, esterilizados e tratados com soro fetal bovino (FBS), foram depositados 4 

nos poços de placa de cultura de tecido (TPP) com 12 poços, sendo um único 5 

disco por poço da placa. Em cada poço, 4ml de inóculo contendo células na 6 

concentração de 10-7 cel/ml foram inoculadas e as placas foram então incubadas, 7 

sob agitação, por 90min/37°C para adesão das células nos discos. 8 

Posteriormente o disco de cada poço foi transferido para uma nova placa, 9 

contendo 4ml de YNBD fresco em cada poço e as placas ficaram incubadas, sob 10 

suave agitação, por 48h/37°C. Os discos foram cuidadosamente transferidos para 11 

poços de uma nova placa contendo apenas 4ml de tampão PBS por poço (Figura 12 

4A-B). 13 

Quantificação do biofilme: o biofilme produzido foi quantificado, pela 14 

reação de redução do tetrazólio, adicionando 50µl de uma solução de XTT (2,3-15 

Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide inner salt) 16 

(Sigma-Aldrich) e 4µl de solução 1mM de menadione (Sigma-Aldrich) em cada 17 

poço da placa que foi coberta por papel alumínio e incubada por 5h/37°C, sob 18 

agitação. O XTT e menadione, na presença de metabolismo reagem gerando a 19 

formazina, deixando o meio com uma coloração alaranjada. Para a quantificação 20 

do biofilme produzido, as células aderidas no disco foram descoladas com auxilio 21 

de uma ponteira e foram transferidas, juntamente com o liquido de cada poço 22 

para tubos de centrifuga. Os tubos foram centrifugados a 3000rpm/5min/4°C e a 23 

coloração alaranjada de cada amostra foi quantificada por meio de leitura 24 
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espectrofotométrica em filtro de 450nm, como descrito por Chandra et al. (2008). 1 

Os experimentos foram realizados em quadruplicata em todas as amostras. 2 

Microscopia de fluorescência: em 32 amostras, selecionadas 3 

randomicamente, foi realizada visualização em microscopia de fluorescência, 4 

utilizando o Fluorescente Brightener 28 (“calcoflúor”, Sigma-Aldrich). O disco foi 5 

colocado no centro de uma lamina, uma gota de solução 0.05 % de Calcoflúor foi 6 

aplicada em cada disco e uma lamínula foi colocada sobre o disco (Figura 4C-D). 7 

As lâminas foram incubadas por 5min/TA no escuro e analisadas em 8 

Fotomicroscópio (System Microscope BX60, Olympus) com sistema de captura de 9 

imagem digital (Microscope Digital Camera DP72, Olympus) e processamento de 10 

imagem pelo programa (DP2-TWAIN Software). 11 

 Microscopia eletrônica de varredura: 21 amostras, randomicamente 12 

selecionadas, foram submetidas à visualização por microscopia eletrônica de 13 

varredura. Esta fase foi desenvolvida no Centro de Microscopia Eletrônica (CME) 14 

do IBB. Resumidamente, as células aderidas nos discos de silicone foram fixadas 15 

em solução de glutaraldeído e enviadas ao CME. Os discos foram lavados com 16 

PBS, pH7,2 e pós-fixadas com tetróxido de ósmio e 0,1M cacodilato (contendo 17 

0,8% de ferrocianeto de potássio e 5mM cloreto de cálcio. As amostras foram 18 

desidratadas em etanol, secas no ponto crítico com CO2, e cobertas com ouro. As 19 

imagens foram analisadas em microscópio eletrônico de varredura Quanta 200 20 

(Fei Company). 21 

 22 
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 1 

 2 

3.7. Testes de susceptibilidade a drogas antifúngicas 3 

A determinação do perfil de sensibilidade das amostras de leveduras 4 

aos antifúngicos foi realizada pelo método da microdiluição, de acordo com o 5 

método publicado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute – Documento 6 

M27-A3 (CLSI, 2008). 7 

Drogas antifúngicas: foram utilizados os seguintes agentes antifúngicos: 8 

Fluconazol (Pfizer Inc. USA), Voriconazol (Pfizer), Anidulafungina (Pfizer) e 9 

Figura 4. Metodologia para avaliação da produção de biofilme. (A) 
Placas contendo os discos de silicone com biofilme aderido, os 3 
últimos poços representam o controle negativo. (B) Poços da placa 
após lavagem e remoção das células não aderentes, nota-se a 
formação de uma película (leveduras em biofilme) sobre o disco. (C) 
Preparo das laminas para microscopia de fluorescencia. (D) 
Exemplos de disco limpo (controle negativo) e com as células 
aderidas (biofilme).  

A 

B 

C 

D 
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Anfotericina B (Sigma Chemical, St. Louis-USA). Cada antifúngico foi avaliado em 1 

10 concentrações diferentes. Inicialmente, foram preparadas soluções-mãe, 2 

conforme recomendação de M27-A3 (CLSI, 2008). 3 

Diluição das drogas: a solução mãe de fluconazol na concentração de 4 

128μg/ml foi preparada em água destilada, as de Voriconazol e Anfotericina B a 5 

32μg/ml e de Anidulafungina a 16μg/ml em dimetilsulfóxido (DMSO). Foram 6 

realizadas nove diluições seriadas 1:1 das soluções mãe em tubos contendo meio 7 

de cultura liquido sintético RPMI 1640 (Sigma Chemical, St. Louis-USA) com 2% 8 

de glicose, tamponado com MOPS (Usb), com pH final 7,0 e esterilizado por 9 

filtração. 10 

Preparo das placas: cada concentração do antifúngico foi distribuída em 11 

placa de microtitulação com 96 orifícios e fundo chato (TPP) em alíquotas de 12 

100μl/poço, até a coluna 10, cada coluna correspondeu a uma concentração. A 13 

coluna 1 correspondeu à maior concentração e à 10 a menor concentração da 14 

droga por ml. Todos os orifícios, das linhas A a H, foram preenchidos com 15 

soluções dos antifúngicos, exceto as colunas 11 e 12, reservadas para os 16 

controles de crescimento e de esterilidade, respectivamente. Cada poço 17 

apresentou soluções de droga duas vezes mais concentradas devido à posterior 18 

diluição com a adição do inóculo (Figura 5). Todas as placas contendo as 19 

diferentes concentrações de antifúngicos foram tampadas, cobertas com filme 20 

plástico aderente e congeladas a -80°C até o momento do uso, conforme 21 

recomendado no M27-A3 (CLSI, 2008).  22 

Condições de crescimento: as leveduras foram semeadas em meio 23 

Sabouraud dextrose ágar a 35°/24h e, cinco colônias de cada amostra foram 24 

colocadas em 5ml de salina estéril. A suspensão resultante foi homogeneizada 25 
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em vórtex, e a densidade celular ajustada para a escala de 0,5 McFarland, 1 

correspondendo de 1,0 a 5,0 x 106 células/ml.  2 

Preparo do inóculo: foi preparado fazendo-se a diluição 1:20 e depois 3 

1:50 em meio de cultura líquido sintético RPMI, tamponado e esterilizado, para se 4 

obter o inóculo duas vezes mais concentrado usado no teste. O inóculo (2X) foi 5 

diluído a 1:1 quando os poços foram inoculados, obtendo então a concentração 6 

final de 0,5 x 103 a 2,5 x 103 células/ml (Figura 6).  7 

Detecção dos MICs: as placas foram descongeladas a temperatura 8 

ambiente e após o descongelamento, 100μl da suspensão de leveduras foram 9 

inoculados em cada orifício da placa com as diferentes concentrações de 10 

antifúngico, respeitando sempre os orifícios disponibilizados para controle de 11 

crescimento e controle de esterilidade. As placas foram incubadas por 48h a 12 

35°C.  13 

Leitura dos resultados: o crescimento em cada poço foi comparado ao 14 

controle do crescimento da respectiva amostra com auxílio de um espelho para 15 

facilitar a visualização do fundo da placa. O MIC, valor da concentração inibitória 16 

mínima, para a Anfotericina B foi definido como a menor concentração onde se 17 

observa ausência de crescimento, e o MIC dos azóis e equinocandina foi definido 18 

como a menor concentração em que se observa uma diminuição proeminente da 19 

turbidez correspondente à aproximadamente 50% da inibição do crescimento 20 

(Figura 7). 21 

Controle de crescimento: foi realizado na coluna 11 que foi preenchida 22 

com 100μl de meio RPMI e 100μl de inóculo de cada amostra. 23 

Controle de esterilidade: foi feito na coluna 12 de cada placa, todos os 24 

orifícios dessa coluna receberam apenas o meio RPMI, 200μl em cada orifício, 25 
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sem adição de antifúngico e sem inóculo. Esse controle serviu para testar se 1 

ocorreu contaminação do meio durante o preparo das placas.  2 

Controle de qualidade: cepas controle American Type Culture Collection 3 

(ATCC), foram utilizadas para acompanhar a qualidade de reprodução da técnica. 4 

Foram usadas as cepas padrões de referência Candida parapsilosis ATCC 22019 5 

e Candida krusei ATCC 6258. 6 

Interpretação dos resultados: os pontos de corte para a interpretação 7 

dos valores de MIC para cada uma das quatro drogas fungistáticas foi de acordo 8 

com os valores preconizados pelo CLSI no M27-A3 e para anfotericina B foi 9 

considerado sensível MIC<2µg/ml (NGUYEN et al., 1998). 10 

 11 

 12 

Figura 5. Esquema de preparo das placas de microdiluição. Cada droga 
foi testada em 10 concentrações, a partir de diluições seriadas. Os poços 
CC e CE representam os controles de crescimento e esterilidade, 
respectivamente. 
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Figura 6. Esquema de preparo do inóculo para microdiluição. Cada 
amostra foi testada em 10 concentrações diferentes de cada droga. 

Figura 7. Esquema de leitura das placas de microdiluição. A: Leitura das 
placas com auxílio de um espelho. B: Visualização da inibição do 
crescimento de acordo com a concentração da droga (concentração 
diminui da esquerda para a direita); I.Cepa ATCC 22019 C. parapsislosis; 
II. Cepa ATCC6258 C. krusei; III. Cepa isolada de paciente. 
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3.8. Introns do grupo I: genotipagem de C. albicans 1 

Para a caracterização molecular dos diferentes genótipos de C. 2 

albicans, foi realizada a amplificação, por reação de PCR, da região de inserção 3 

do intron do grupo I, em amostras identificadas como C. albicans (Figura 8).  4 

Reações de PCR: a amplificação do sítio de inserção do intron do grupo 5 

I na região 26S de rDNA foi realizada utilizando os primers CA-INT-L e CA-INT-R 6 

(Quadro 1), descritos por McCullough et al. (1999), e as seguintes condições de 7 

ciclagem: 92-98°C/4min, seguido por 35 ciclos de 92-98°C/2min, 55°C/2min, e 8 

72°/2min e 72°C/10min, de acordo com o fabricante da enzima Taq polimerase. O 9 

tamanho do amplicon de cada amostra foi analisado por meio de corrida 10 

eletroforética em gel de agarose 0,8% por 2 a 3h a 90v, seguido de coloração 11 

com Brometo de Etídio (Sigma) e visualização em transiluminador. O tamanho da 12 

banda de cada amostra foi determinado para classificação dos diferentes 13 

genótipos de C. albicans, sendo que genótipo apresenta aproximadamente 14 

450pb, o genótipo B apresenta aproximadamente 840pb, o genótipo C apresenta 15 

duas bandas com aproximadamente 450pb e 840pb, e o genótipo E apresenta 16 

aproximadamente 1400pb.  17 

 18 
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 1 

 2 

3.9. Introns do grupo I: detecção de C. dubliniensis 3 

A avaliação de introns do grupo I também foi realizada com o objetivo de 4 

identificar isolados de C. dubliniensis possivelmente identificados como C. 5 

albicans devido à similaridade fenotípica e genotípica. Assim como descrito 6 

anteriormente, a reação de PCR para amplificação da região de inserção dos 7 

introns do grupo I foi realizada em 77 amostras previamente identificadas como C. 8 

albicans. Os padrões de polimorfismos de tamanho, devido à presença de introns 9 

do grupo I também puderam ser utilizados para detecção da espécie C. 10 

dubliniensis, por apresentar amplicon com aproximadamente 1080pb.  11 

 12 

Figura 8. Região de inserção e esquema de anelamento dos primers 
para amplificação dos introns do grupo I de C. albicans. (A) Sítio de 
inserção do intron na porção 26S de rDNA. (B) Esquema de anelamento 
dos primers (setas rosas) e tamanho dos amplicons com (traço azul) e 
sem (traço azul e amarelo) o intron inserido. 
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3.10. Genética do biofilme: genes ALS1, ALS3 e HWP1 de C. 1 

albicans 2 

Para avaliar os padrões de polimorfismos dos genes ALS1 e ALS3 de C. 3 

albicans foi realizada a estimativa do número de motifs de cada alelo de cada 4 

amostra identificada como C. albicans, pois podem ser variáveis, em 5 

heterozigose, devido à condição diplóide desta espécie. Por tratar-se de um gene 6 

bastante polimórfico, o anelamento dos primers nem sempre ocorre, ou ocorre 7 

inespecificamente, o que exigiu maior cuidado para a amplificação deste gene, de 8 

forma a detectar seus diversos variantes. A estrutura dessa família de genes 9 

(ALS) é composta por três domínios: o domínio 5’, o domínio central e o domínio 10 

3’. As regiões dos domínios 5’ e 3’ são consideradas mais conservadas entre 11 

indivíduos da mesma espécie, embora apresentem polimorfismos intraespecíficos 12 

de tamanho e sequência, e a região do domínio central, é bastante variável, e é 13 

formada por motifs de ~108pb que se repetem ao longo do domínio (Figura 9). O 14 

principal objetivo da avaliação de polimorfismos desses genes (ALS1 e ALS3) foi 15 

tentar correlacionar o perfil polimórfico de cada amostra com a capacidade de 16 

produção de biofilme, in-vitro. Na tentativa de iniciar estudos mais aprofundados 17 

sobre a genética de formação do biofilme por este micro-organismo, o gene 18 

HWP1 também foi amplificado por PCR para detectar presença desse gene nas 19 

amostras avaliadas no presente estudo, bem como correlacionar os dados 20 

obtidos com a produção de biofilme por estas amostras. 21 

Para avaliação dos genes, possivelmente envolvidos na produção de 22 

biofilme de C. albicans, foram realizadas reações de PCR para amplificação dos 23 

genes ALS1, ALS3 e HWP1 de C. albicans e avaliação do perfil de polimorfismos 24 
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dos genes ALS1 e ALS3 para análise de correlação com a produção de biofilme 1 

in-vitro. 2 

Amplificação de ALS1 de C. albicans: as reações de PCR foram 3 

realizadas com os primers CaALS1f e CaALS1r (Quadro 1), nas seguintes 4 

condições de ciclagem: cinco minutos a 94 °C seguido de 35 ciclos de 94 °C por 5 

30 segundos, 57 °C por 30 s e 72 °C por três minutos e 10 minutos de extensão 6 

final a 72 °C. O tamanho do amplicon de cada amostra foi analisado por meio de 7 

corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% por 2 a 3h a 90v, seguido de 8 

coloração com Brometo de Etídio (Sigma) e visualização em transiluminador. O 9 

tamanho dos amplicons de cada alelo foi estimado utilizando o software 10 

AlphaEaseR FC.  11 

Amplificação de ALS3 de C. albicans: as reações de PCR foram 12 

realizadas com os primers ALS3genoR/ALS3genoF, e 13 

ALS3genoR2/ALS3genoF2, ambos descritos por Oh et al, 2005 (Quadro 1). As 14 

melhores condições de ciclagem foram: cinco minutos a 94 °C seguido de 35 15 

ciclos de 94 °C por 30 segundos, 57 °C por 30 s e 72 °C por três minutos e 10 16 

minutos de extensão final a 72 °C; e para os primers ALS3genoR2/ALS3genoF2 17 

foram similares com exceção da temperatura de anelamento, 65ºC. O tamanho 18 

do amplicon de cada amostra foi analisado por meio de corrida eletroforética em 19 

gel de agarose 0,8% por 2 a 3h a 90v, seguido de coloração com Brometo de 20 

Etídio (Sigma) e visualização em transiluminador. O tamanho dos amplicons de 21 

cada alelo foi estimado utilizando o software AlphaEaseR FC.  22 

 23 
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 1 

 2 

Perfil polimórfico de ALS1 e ALS3 e produção de biofilme: visando 3 

correlacionar o número de motifs com a maior e/ou menor produção de biofilme, 4 

procedeu-se a obtenção de dois grupos de isolados, um com ausência e/ou 5 

pouca produção de biofilme e outro contendo os isolados com alta produção de 6 

biofilme. Para obtenção do valor do cut-off, empregou-se média mais o desvio 7 

padrão dos valores de DO (triplicata) de um isolado (isolado AC-31) do grupo dos 8 

negativos pelas analises microscópicas, porém com maiores valores de DOs em 9 

relação ao demais possivelmente negativos pelas análises microscópicas. 10 

Amplificação de HWP1: foram realizadas reações de PCR para 11 

amplificação do gene HWP1, utilizando os primers CaHWP1f e CaHWP1r 12 

(Quadro 1), nas seguintes condições de ciclagem: 30segundos a 92°C, seguido 13 

de 39 ciclos de 92°C por 30 segundos, 55°C por 30 s e 68°C por dois minutos e 14 

10 minutos de extensão final a 68°C (FideliTaq, usb). Por tratar-se de um gene 15 

pouco estudado, os primers foram desenhados visando amplificação de todo o 16 

Figura 9. Genes ALS de C. albicans. A: Esquema da estrutura 
dos gene ALS1 e ALS3 de C. albicans; B: Esquema de 
anelamento dos primers para amplificação da reagião dos 
domínio central (motifs) do gene ALS3 de C. albicans.  

A 

B 
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gene (1905pb) apenas com o objetivo de detectar presença ou ausência do 1 

mesmo nas amostras isoladas no HC-FMB/UNESP e originar dados para 2 

pesquisas futuras.  3 

 4 

3.11. Detecção de espécies do complexo “psilosis” 5 

As amostras de C. parapsilosis pela identificação molecular foram 6 

submetidas à reação de PCR para amplificação do gene SADH (secondary 7 

alcohol desidrogenase) presente nas três espécies do complexo, porém 8 

apresentam polimorfimos de sequência que podem ser evidenciados após 9 

digestão por enzimas de restrição. Para diferenciação das espécies, foi então 10 

realizado reação de PCR para amplificação do gene SADH e digestão do material 11 

amplificado. 12 

Amplificação do gene SADH: a amplificação do gene SADH foi realizada 13 

pela reação de PCR com os primers SADH.f e SADH.r (Quadro 1), descritos por 14 

Tavanti et al (2005), nas seguintes condições de ciclagem: 94°C por 7min, 30 15 

ciclos de 94°C por 1min, 50°C por 2min, e 72°C por 1,5min e extensão final a 16 

74°C por 10min. Após amplificação, a reação foi visualizada por meio de corrida 17 

eletroforética em gel de agarose 0,8% por 2h a 90v, seguido de coloração com 18 

Blue Green (LGC) e visualização em transiluminador, apresentando uma única 19 

banda de 716pb que corresponde ao gene alvo.  20 

Reação de digestão: para diferenciação entre as espécies do complexo, 21 

foi realizada reação de digestão pela enzima de restrição BanI (New England 22 

Biolabs), complementar aos sítios polimórficos entre as espécies. Na reação de 23 

digestão foram utilizados 20μl de produto de PCR de cada amostra, 2μl de 10X 24 

buffer 4, 2U de enzima BanI e água MiliQ estéril para completar 30μl. As reações 25 
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de digestão permaneceram incubadas a 35°C/4h e a enzima foi inativada a 1 

65°C/20min. O material digerido foi mantido a 4°C até o momento da análise. O 2 

material foi analisado após corrida em gel de agarose 0,8%, para separação dos 3 

fragmentos, por 2,5 a 3h a 80v, seguido de coloração com Brometo de Etídio 4 

(Sigma), e visualização em transiluminador, com sistema de captura de imagens 5 

e software (SynGene) para determinação do tamanho dos fragmentos 6 

amplificados.  As espécies do complexo “psilosis” apresentam diferentes perfis de 7 

polimorfismo, o que nos permitiu classificar as diferentes espécies de acordo com 8 

o tamanho da banda visualizada no gel (Figura 10). 9 

 10 

 11 

 12 

3.12. Genética do biofilme: genes ALS de C. parapsilosis 13 

Essa fase do projeto foi desenvolvida em parceria com laboratório do 14 

Prof. Dr. Joshua D. Nosanchuck, Albert Einstein College of Medicine – Yeshiva 15 

University, New York, NY-USA, durante o estágio de doutorado no exterior 16 

PCR do gene SADH - 716pb  

groupo I 
C. parapsilosis 

groupo II 
C. metapsilosis 

groupo III 
C. orthopsilosis 

BanI: 1 “corte” BanI: 3 “cortes” BanI: “não corta” 

2 bandas 
521, 196 

4 bandas 
370, 188, 93, 60 

1 banda 
716 

Digestão com BanI 

Figura 10. Identificação de espécies do complexo Candida parapasilosis. 
Amplificação e digestão do gene SADH pela enzima de restrição BanI. 
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(sanduíche). O principal objetivo do estágio foi realizar estudos envolvendo os 1 

genes ALS-like de C. parapsilosis, detectar o possível envolvimento de algum 2 

desses genes na produção de biofilme por essa espécie e possível construção de 3 

uma cepa nocaute. Para caracterização dos genes ALS foram realizadas reações 4 

de PCR em tempo real, para avaliar a expressão dos genes ALS nas condições 5 

de biofilme, planctônica e cultura de macrófagos. A cepa de C. parapsilosis 6 

inicialmente empregada para caracterização dos genes ALS foi a GA1, isolada de 7 

hemocultura proveniente de um hospital de Hamburgo, na Alemanha. Esse 8 

isolado vem sendo utilizado em todos os estudos e publicações envolvendo C. 9 

parapsilosis do laboratório do Prof. Dr. Joshua D. Nosanchuk. 10 

Expressão dos genes ALS durante biofilme: a produção de biofilme para 11 

análise de expressão gênica foi realizada de maneira simplificada, fazendo-se uso 12 

de placa de cultura de tecido de 24 poços e meio mínimo (20 mg/ml thiamine, 30 13 

mmol/L glucose, 26 mmol/L glycine, 20 mmol/L magnesium sulfate heptahydrate, 14 

58,8 mmol/L potassium dihydrogen phosphate, pH 5.5), seguindo protocolo do 15 

laboratório do Prof. Dr. Nosanchuk. Uma amostra de C. parapsilosis (GA1) foi 16 

cultivada em meio líquido YPD e incubada overnight, sob agitação, a 30°C. As 17 

células foram então concentradas por centrifugação e lavadas duas vezes com 18 

PBS. A concentração de leveduras foi ajustada para 105 células/ml com utilização 19 

de hematocitômetro (câmara de Neubauer). Em cada poço da placa foram 20 

inoculados 4ml da cultura de levedura (105 cel/ml) e as placas foram incubadas a 21 

37°C, sem agitação. Após 24 e 48h os poços foram lavados com PBS e as 22 

células aderidas (biofilme) foram coletadas para extração de RNA. Como controle 23 

negativo, foi realizada cultura do mesmo inóculo, também em meio mínimo 24 

(50ml), em frasco erlenmeyer, incubado a 37°C sob agitação. Uma alíquota foi 25 
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retirada com 24h e outra com 48h de incubação para extração de RNA. Todo 1 

RNA extraído foi quantificado e convertido para cDNA (DNA complementar), 2 

conforme descrito abaixo, para reações de PCR em tempo real e análise de 3 

expressão genica. 4 

Expressão dos genes ALS durante fagocitose: para os ensaios de 5 

fagocitose por macrófagos foi utilizada a linhagem J774.16. Os macrófagos foram 6 

mantidos em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco®) com 10% de 7 

SFB inativado, 10% de meio NCTC-109 (Gibco®), 1% aminoácidos não 8 

essenciais (Gibco®) e 1% de Penstrep (Gibco®), em placas de Petri (90x20mm) a 9 

37°C e 10% CO2. As culturas eram repicadas a cada dois a três dias ou assim 10 

que formasse uma camada confluente de células no fundo da placa. No dia 11 

anterior ao desafio dos macrófagos com as células de leveduras, os macrófagos 12 

foram cultivados na concentração de 105 células por placa e incubados overnight. 13 

Também foi realizada uma cultura de C. parapsilosis (isolado GA1) em meio YPD 14 

liquido que ficou incubada, sob agitação, a 30°C/overnight para que se 15 

trabalhasse com cultura jovem e células isoladas no momento do desafio dos 16 

macrófagos. Assim que se deu a formação de uma camada confluente de 17 

macrófagos no fundo das placas (≥80% da placa), foram acrescentadas 105 18 

células de leveduras por placa. O material de cada placa foi coletado nos tempos 19 

0, 15min, 30min, 1h e 6h, o RNA foi extraído, quantificado e convertido para 20 

cDNA (DNA complementar), conforme descrito abaixo, para reações de PCR em 21 

tempo real e análise de expressão genica. 22 

Extração do RNA: as células foram coletadas por centrifugação, o pellet  23 

obtido foi lavado uma vez com 3ml de água MiliQ estéril e transferidos para 24 

eppendorf. O material foi lavado duas vezes com AE buffer gelado (50mM NaOAc 25 
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pH 5.5, 10mM EDTA; tratado com DEPC: Diethylpyrocarbonate). Após as 1 

lavagens, o pellet foi ressuspendido em 500µl de AE buffer, foram adicionados 2 

40µl de 10% SDS (Sodium dodecyl sulfate) e homogeneizado em vórtex. A 3 

seguir, foram adicionados 500µl de fenol (equilibrado com AE buffer), o tubo foi 4 

homogeneizado em vórtex e incubado a 65°C/4min. O eppendorf foi resfriado em 5 

banho de gelo seco e etanol, até o surgimento de cristais de fenol, e então 6 

centrifugados a 13000g/2min/TA. O procedimento de aquecimento e resfriamento 7 

foi repetido por três vezes ou até que fossem obtidas duas fases bem definidas 8 

após a centrifugação. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo eppendorf 9 

e foi então acrescentado 1ml de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1), 10 

homogeneizado em vórtex e centrifugados a 13000g/5min/TA. A fase aquosa foi 11 

transferida para um novo tubo, foram adicionados 30µl de volume de 3M acetado 12 

de potássio (pH5.3, tratado com DEPC) e 500µl de etanol gelado a 100%. Os 13 

tubos foram incubados a -20°C/1h para precipitação do RNA. Após a 14 

precipitação, o tubo foi centrifugado a 13000g/20min/4°C, o pellet foi lavado com 15 

80% de etanol gelado, novamente centrifugado a 13000g/20min/4°C e deixado 16 

para secar a temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido com 30µl de água 17 

MiliQ estéril. O RNA foi mantido em freezer -80°C até o momento do uso. Esse 18 

protocolo de extração de RNA foi adaptado de Schmitt et al. (1990). O RNA obtido 19 

foi quantificado em equipamento nanodrop e as concentrações ajustadas 20 

para~10ng/µl. A conversão do RNA para cDNA foi realizada com o iScript cDNA 21 

Synthesis (BioRad). O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até o momento do 22 

uso nas reações de PCR em tempo real. 23 

Reações de PCR em tempo real: foram desenhados seis pares de 24 

primers para uso nas reações de PCR em tempo real, sendo um par pra cada 25 
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gene da família ALS-like de C. parapsilosis (ALS1 a ALS5) e um par para o gene 1 

da alfa-tubulina (TUB4) como controle interno (Quadro 1). As reações de PCR e 2 

tempo real foram realizadas seguindo protocolo do kit iQ™ SYBR® Green 3 

Supermix (BioRad) em placas de 384 poços. Os dados obtidos foram analisados 4 

sempre considerando a expressão do gene controle. 5 

Detecção dos genes ALS em C. parapsilosis: para tentar detectar a 6 

presença dos genes ALS-like nos 85 isolados de C. parapsilosis, foram 7 

desenhados primers para amplificação dos cinco genes dessa família (Quadro 1). 8 

Os primers foram desenhados de modo a amplificar integralmente cada gene. Por 9 

tratar-se de regiões relativamente grandes a serem amplificadas, as reações de 10 

PCR foram realizadas fazendo-se uso da enzima FideliTaq (usb) devido a sua 11 

capacidade de amplificação de longas sequências (>10kb). As reações foram 12 

realizadas nas seguintes condições de ciclagem: 92°C/30s, seguido por 35 ciclos 13 

de 92°C/30s, 53°C/30s, e 68°C/2min e 68°C/10min. O material amplificado foi 14 

analisado por corrida eletroforética em gel de agarose a 0,8% e o marcador de 15 

1kb (Promega) foi utilizado para estimativa de tamanho das bandas obtidas. 16 

 17 

3.13. Análise estatística  18 

Todos os experimentos foram realizados em replicatas. Quando houve 19 

necessidade, os softwares utilizados para análise dos resultados foram: BioEstat 20 

5.3, GraphPad Prism 5 e SPSS 20.0. Resultados de produção de biofilme foram 21 

expressos através da média ± desvio padrão e os testes de ANOVA, Brown-22 

Forsythe, Bartlett's, Brown-Forsythe e Tukey's. O teste Kolmogorov-Smirnov foi 23 

empregado para a comparação entre a produção de biofilme e número de motifs 24 

por alelo de C. albicans. Dados de expressão gênica, de C. parapsilosis, foram 25 
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analisados por ANOVA one-way e Tukey's. Em todos os casos em que foi 1 

necessária análise estatística, foi considerado o valor significante p<0,05. 2 
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 1 

Quadro 1. Listagem dos pares de primers empregados no presente estudo.  
Primer Sequência 5’-3’ Alvo Espécie Referência 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS1-5.8S-ITS2 Candida spp. White et al, 1990 ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 
D1D2_f GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 28S rDNA Candida spp. Kurtzman & 

Robnett, 1997 D1D2_r GGTCCGTGTTTCAAGACGG 
CA-INT-F ATAAGGGAAGTCGGCAAAATAGATCCGTA Intron grupo I C. albicans McCullough et 

al, 2005 CA-INT-R CCTTGGCTGTGGTTTCGCTAGATAGTAGAT 
Ca_ALS1_f TGCAAGTGCAAAGACAATCAC ALS1 C. albicans Este estudo Ca_ALS1_r TGTGATCAAACCGTACAACCA 
Ca_HWP1_f TGAGATTATCAACTGCTCAACTTATTG HWP1 C. albicans Este estudo Ca_HWP1_r GATCAAGAATGCAGCAATACCA 
ALS3genoF ACCTTACCATTCGATCCTAACC ALS3 C. albicans Oh et al, 2005 ALS3genoR GATGGGGATTGTGAAGTGG 
ALS3genoF2 CCACAACACATACTAATCCAACTG ALS3 C. albicans Oh et al, 2005 ALS3genoR2 TGTAGACCACAAAGTTGTATGGTG 
SADH.f GTTGATGCTGTTGGATTGT SADH C. parapsilosis Tavanti et al, 

2005 SADH.r CAATGCCAAATCTCCCAA 
CpALS1_RT_f TCAAGCTCTTCCAACTCAGG ALS1 C. parapsilosis Este estudo CpALS1_RT_r TTCGGTAAGCTGGAGTTGTC 
CpALS2_RT_f ATGGCTTGGCTCAACTACTG ALS2 C. parapsilosis Este estudo CpALS2_RT_r GAATTGGAACCTGAACAACG 
CpALS3_RT_f ACCACAGCAAACTTTCAAGG ALS3 C. parapsilosis Este estudo CpALS3_RT_r ACGATGGGACTACACGATTG 
CpALS4_RT_f AACAATCCTTGTCGAAGTGC ALS4 C. parapsilosis Este estudo CpALS4_RT_r GGCAGTGATTGTCGTAGTCC 
CpALS5_RT_f AGTGTTCAATCTGCCAGGAG ALS5 C. parapsilosis Este estudo CpALS5_RT_r ACCAGTCCAAAACTCTGTCG 
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Primer Sequência 5’-3’ Alvo Espécie Referência 
TUB4_f CAGAGCTGTTTGTATGTTGTCCA alpha-tubulin C. parapsilosis Nguyen et al, 

2009 TUB4_r ATTCACCTTCTTCCATACCTTCAC 
CpALS1_f GCGTTTATTGCCTTTGTGCT ALS1 C. parapsilosis Este estudo CpALS1_r TCGATAGGTCCATTTCCTTCA 
CpALS2_f GCGATATTGGTGGCCTTTAC ALS2 C. parapsilosis Este estudo CpALS2_r CAAGACTGTCAAGATTCCACTTG 
CpALS3_f TTCATTTGTGGCCATTTTCA ALS3 C. parapsilosis Este estudo CpALS3_r TTGACTTGAACCTGATCCTTCA 
CpALS4_f TGACGATATTGGTGGCCTTT ALS4 C. parapsilosis Este estudo CpALS4_r GGATGGAAATAGCGACGAAA 
CpALS5_f GAATGCACATATGGGCTCAG ALS5 C. parapsilosis Este estudo CpALS5_r CCAAGAGAGGCAAGATCCAA 

 1 

  2 
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4. RESULTADOS 1 

 2 

4.1 Candida spp. 3 

 4 

4.1.1 Identificação 5 

A frequência das espécies, das 196 amostras avaliadas, foi variável 6 

conforme a metodologia empregada para a identificação. Dados obtidos nos três 7 

métodos avaliados, estão descritos abaixo.  8 

Identificação automatizada: das 196 amostras analisadas, apenas seis 9 

amostras (3,1%) não puderam ser identificadas, em nível de espécie, pelo 10 

sistema automatizado de identificação, tendo sido considerado apenas o gênero 11 

para inclusão das mesmas no presente estudo. Por outro lado, o método foi 12 

capaz de identificar sete espécies diferentes. Quanto à frequência das espécies, 13 

C. albicans foi a mais frequente (87/196), seguida de C. parapsilosis (65/196) e C. 14 

tropicalis (20/196). Outras espécies como C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii 15 

também foram identificadas, mas em menor frequência (Tabela 1).  16 

 17 

Tabela 1. Frequência das espécies avaliadas, 
segundo identificação automatizadaa realizada 
no HC-FMB. 
IDENTIFICAÇÃO N % 
C. albicans 87 44,4 
C. glabrata 6 3,1 
C. guilliermondii 6 3.1 
C. krusei 1 0,5 
C. lusitaniae 5 2.5 
C. parapsilosis 65 33,2 
C. tropicalis 20 10,1 
Candida sp 6 3,1 
Total 196 100 
aMicroscan ou Vitek 
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 1 

Identificação morfológica e fisiológica: a metodologia de identificação 2 

baseada nas características morfológicas e fisiológicas de cada espécie foi 3 

realizada para as 196 amostras. Por essa metodologia foram identificadas cinco 4 

diferentes espécies. Seis amostras (3,1%) não puderam ser identificadas. Das 5 

196 amostras estudadas, C. parapsilosis foi a espécies mais frequente (83/196), 6 

seguida de C. albicans (77/196). C. tropicalis, C. glabrata e C. guilliermondii 7 

também foram identificadas por esta metodologia, porém com menor frequência 8 

(Tabela 2).   9 

 10 

Tabela 2. Frequência das espécies avaliadas, 
segundo identificação morfo-fisiológica. 

IDENTIFICAÇÃO N % 

C. albicans 77 39,3 

C. glabrata 9 4,6 

C. guilliermondii 4 2,0 

C. parapsilosis 83 42,3 

C. tropicalis 17 8,7 

Candida sp 6 3,1 

Total 196 100 

 

 11 

Identificação molecular: realizada pelo sequenciamento de regiões de 12 

rDNA, para as mesmas 196 amostras. Este método foi capaz de identificar seis 13 

diferentes espécies do gênero Candida, além de uma amostra de Saccharomyces 14 

cerevisiae e duas amostras de Cryptococcus neoformans.  Quanto à frequência 15 

das espécies, C. parapsilosis (81/196) e C. albicans (77/196) foram mais 16 
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frequentes, seguidas de C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii e C. 1 

orthopsilois, estas últimas com menor frequência (Tabela 3).  2 

 3 

Tabela 3. Frequência das espécies avaliadas, 
segundo identificação molecular por amplificação 
e sequenciamento de rDNA. 

Molecular N % 

C. albicans 77 39,3 

C. glabrata 8 4,1 

C. guilliermondii 5 2,6 

C. neoformans 1 0,5 

C. neoformans var. grubii 1 0,5 

C. orthopsilosis 4 2,0 

C. parapsilosis 81 41,3 

C. tropicalis 18 9,2 

S. cerevisiae 1 0,5 

Total 196 100 

 

 4 

4.1.2 Comparação entre os métodos de identificação 5 

Os três métodos de identificação empregados no presente estudo foram 6 

avaliados considerando a porcentagem de concordância entre os mesmos. O 7 

software SPSS (IBM SPSS Statistics) foi utilizado para análise comparativa dos 8 

dados de frequência de cada espécie, obtidos pelas diferentes metodologias. 9 

 Método automatizado versus método morfo-fisiológico: os dados de 10 

frequência de espécies, obtidos pelas metodologias automatizada e morfo-11 

fisiológica, foram cruzados entre si e estão apresentados na Tabela 4.  Das 196 12 

amostras avaliadas, 161 (82,1%) apresentaram concordância quanto à 13 
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identificação por ambas as metodologias, considerando concordantes também 1 

duas amostras que não puderam ser identificadas por nenhuma das metodologias 2 

empregadas. Trinta e cinco (17,9%) amostras foram discordantes, isto é, não 3 

foram identificadas como mesma espécie pelas duas metodologias. 4 

 5 

Tabela 4. Comparação entre métodos de identificação. Método 
automatizado (horizontal) versus método morfo-fisiológico (vertical). 

IDENTIFICAÇÃO DAS 
ESPÉCIES 
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C. albicans 72 2 0 9 2 2 87 
C. glabrata 0 6 0 0 0 0 6 
C. guilliermondii 0 0 4 2 0 0 6 
C. krusei 0 1 0 0 0 0 1 
C. lusitaniae 0 0 0 3 0 2 5 
C. parapsilosis 1 0 0 63 1 0 65 
C. tropicalis 3 0 0 3 14 0 20 
Candida sp 1 0 0 3 0 2 6 
Total 77 9 4 83 17 6 196 

 
 6 

Método automatizado versus método molecular: na Tabela 5 estão 7 

apresentados os dados de frequência de espécies, obtidos pelas metodologias 8 

automatizada e molecular. Observou-se que das 196 amostras avaliadas, 157 9 

(80,1%) apresentaram concordância e 39 (19,9%) amostras foram discordantes 10 

quanto à comparação dos dados de identificação de ambas as metodologias. 11 

Considerou-se como concordante a ocorrência de três amostras de C. 12 

orthopsilosis, previamente identificadas como C. parapsilosis pelo método 13 

automatizado, devido a impossibilidade de diferenciação por técnicas não-14 

moleculares entre as três espécies do complexo “psilosis”. 15 
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 1 

Tabela 5. Comparação entre métodos de identificação. Método 
automatizado (horizontal) versus método molecular (vertical). 

IDENTIFICAÇÃO 
DAS ESPÉCIES 
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C. albicans 72 2 0 1 0 0 10 2 0 87 

C. glabrata 0 5 0 0 0 0 0 0 1 6 

C. guilliermondii 0 0 3 0 0 0 3 0 0 6 

C. krusei 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

C. lusitaniae 0 0 2 0 0 0 3 0 0 5 

C. parapsilosis 1 0 0 0 0 3 60 1 0 65 

C. tropicalis 3 0 0 0 0 1 2 14 0 20 

Candida sp 1 0 0 0 1 0 3 1 0 6 

Total 77 8 5 1 1 4 81 18 1 196 

 

 2 

Método morfo-fisiológico versus método molecular: a distribuição dos 3 

dados de frequência de espécies identificadas pelas metodologias morfo-4 

fisiológica e molecular, apresentaram 95,9% (188/196) de concordância quando 5 

comparados entre si. Considerou-se como concordante a ocorrência de quatro 6 

amostras de C. orthopsilosis, devido à impossibilidade de diferenciação por 7 

técnicas não-moleculares entre as 3 espécies do complexo “psilosis”. Portanto, foi 8 

observada discordância de 4,1% entre os métodos morfo-fisiológico e molecular 9 

de identificação (Tabela 6). 10 

 11 
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Tabela 6. Comparação entre métodos de identificação. Método morfo-
fisiológico (horizontal) versus método molecular (vertical). 

IDENTIFICAÇÃO DAS 
ESPÉCIES 
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C. albicans 77 0 0 0 0 0 0 0 0 77 
C. glabrata 0 8 0 0 0 0 0 0 1 9 
C. guilliermondii 0 0 3 0 0 0 1 0 0 4 
C. parapsilosis 0 0 0 0 0 4 79 0 0 83 
C. tropicalis 0 0 0 0 0 0 0 17 0 17 
Candida sp 0 0 2 1 1 0 1 1 0 6 
Total 77 8 5 1 1 4 81 18 1 196 

 
 1 

 2 

4.1.3 Produção de biofilme 3 

A produção de biofilme foi avaliada nos 196 isolados, sendo os 4 

resultados obtidos em DO. O método molecular de identificação foi considerado 5 

para avaliação e comparação da produção de biofilme entre as diferentes 6 

espécies, sendo considerada a média ± desvio padrão dos valores de DO 7 

(triplicata) para análise dos dados. O software Prism (versão) foi utilizado para 8 

análise dos dados. Imagens obtidas a partir de microscopia de fluorescência e 9 

microscopia eletrônica de varredura também foram avaliadas e estão 10 

apresentadas abaixo. 11 

Quantificação do biofilme: os dados obtidos para a quantificação do 12 

biofilme das 196 amostras avaliadas estão apresentados na Figura 11. Não houve 13 

diferença significativa (p>0,05) na produção de biofilme entre diferentes espécies, 14 

quando comparadas entre si.   15 
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 1 

Microscopia de fluorescência: das 196 amostras avaliadas, 32 foram 2 

submetidas à microscopia de fluorescência. Independente da espécie, amostras 3 

com maiores valores de DO apresentaram-se como uma massa confluente, e as 4 

com valores menores apresentaram-se como células dispersas. A Figura 12 5 

apresenta imagens de duas amostras, AC-129 C. albicans com DO média de 6 

0,350 e AC-31 C. parapsilosis com DO média de 0,047.  7 

 8 

Figura 11. Quantificação da produção de biofilme. Cada ponto representa 
um amostra e a barra representa valores de média ± desvio padrão de cada 
grupo de amostras de uma mesma espécie. Não foi observada diferença 
entre os grupos (p>0,05; testes de ANOVA, Brown-Forsythe, Bartlett's test, 
Brown-Forsythe test, Tukey's).  Amostras de Cryptococcus neoformans e 
Saccharomyces cerevisiae não estão incluídas na análise estatística. 
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 1 

 2 

Microscopia eletrônica de varredura: das 196 amostras avaliadas, 21 foram 3 

submetidas à microscopia eletrônica de varredura. Independente da espécie, 4 

amostras com maiores valores de DO apresentaram estruturas não-celulares 5 

(presença de matriz polimérica extracelular) aderidas a células. A Figura 13 6 

apresenta imagens, em diferentes magnitudes, confirmando a presença de matriz 7 

polimérica extracelular da amostra AC-129.  8 

Figura 12. Microscopia de fluorescência. Discos de silicone após ensaio de 
produção de biofilme. (A) Microscopia óptica (luz branca) do isolado AC-31; 
(B) Microscopia de fluorescência do isolado AC-31; (C) Microscopia óptica 
(luz branca) do isolado AC-129; (D) Microscopia de fluorescência do isolado 
AC-129. 
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 1 

4.1.4 Susceptibilidade a drogas antifúngicas 2 

Testes de susceptibilidade frente à anfotericina B, anidulafungina, fluconazol 3 

e voriconazol foram realizados para os 196 isolados. As Tabelas 7 a 10 4 

apresentam a distribuição dos valores de MIC obtidos para cada espécie frente a 5 

cada uma das drogas avaliadas, bem como concentração que determina o MIC50 6 

Figura 13. Microscopia eletrônica de varredura. Produção de biofilme da 

amostra de C. albicans AC-129. As setas indicam possível produção de matriz 

polimérica extracelular. 
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e MIC90, isto é, a concentração capaz de inibir o crescimento de pelo menos 50% 1 

e 90% das amostras, respectivamente.  2 

Não foi observada resistência frente às drogas avaliadas, com exceção da 3 

anfotericina B, que embora não tenha um ponto de corte delimitado pelo CLSI, 4 

apresentou 2,6% (5/196) de amostras resistentes quando considerado MIC 5 

≥2µg/ml (NGUYEN et al., 1998). Resistência a anfotericina B, foi detectada em 6 

três das oito espécies avaliadas, sendo: 2,6% (2/77) de C. albicans, 2,5% (2/81) 7 

de C. parapsilosis e 20% (1/5) de C. guilliermondii. Os valores de MIC das cepas 8 

controle, ATCC 22019 de C. parapsilosis e ATCC 6258 de C. krusei, variaram, 9 

respectivamente, de 0,25-1μg/ml e 16-64μg/ml para fluconazol, 0,03-0,25μg/ml e 10 

0,12 a 1μg/ml para voriconazol, 0,25-2μg/ml e 0,03-0,12μg/ml para anidulafungina 11 

e 0,25-1μg/ml e 0,25-1μg/ml para anfotericina B. 12 

 13 

Tabela 7. Perfil de susceptibilidade a anfotericina B de 196 amostras de Candida 
spp. isoladas de hemoculturas do HC-FMB-UNESP de 2000 a 2006. 

IDENTIFICAÇÃO Concentração da droga em µg/ml   n(%) 
0,25 0,5 1,0 2,0 

C. albicans (77) 3 (3,9) 22 (28,6) 50 (64,9) 2 (2,6) 
C. glabrata (8) 0 2 (25,0) 6 (75) 0 
C. neoformans (2) 0 0 2 (100) 0 
C. orthopsilosis (4) 0 1 (25,0) 3 (75) 0 
C. tropicalis (18) 1 (5,6) 1 (5,6) 16 (88,9) 0 
S. cerevisiae (1) 0 1 (100) 0 0 
C. guilliermondii (5) 0 1 (20,0) 3 (60) 1 (20) 
C. parapsilosis (81) 0 7 (8,6) 72 (88,9) 2 (2,5) 
Total (196) 4 (2,0) 35 (17,9) 152 (77,6) 5 (2,6) 
Valores de MIC50 destacados em cinza e de MIC 90 em negrito.  

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 



75 
 

Tabela 8. Perfil de susceptibilidade a anidulafungina de 196 amostras de Candida 
spp. isoladas de hemoculturas do HC-FMB-UNESP de 2000 a 2006. 

IDENTIFICAÇÃO Concentração da droga em µg/ml   n(%) 
0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1,0 

C. albicans (77) 15(19,5) 21(27,3) 9(11,7) 2(2,6) 30(39) 0 
C. glabrata (8) 0 1(12,5) 1(12,5) 2(25) 4(50) 0 
C. guilliermondii (5) 0 0 0 0 4(80) 1(20) 
C. neoformans (2) 0 0 0 0 2(100) 0 
C. orthopsilosis (4) 0 0 0 0 4(100) 0 
C. parapsilosis (81) 1(1,2) 0 1(1,2) 6(7,4) 73(90,1) 0 
C. tropicalis (18) 1(5,6) 3 (16,7) 2(11,1) 3(16,7) 9(50) 0 
S. cerevisiae (1) 0 0 0 1(100)   0 0 
Total (196) 17(8,7) 25(12,8) 13(6,6) 14(7,1) 126(64,3) 1(0,5) 
Valores de MIC50 destacados em cinza e de MIC 90 em negrito. 

 1 

 2 
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 1 

Tabela 10. Perfil de susceptibilidade a voriconazol de 196 amostras de Candida spp. isoladas de hemoculturas do HC-FMB-UNESP de 2000 a 2006. 

IDENTIFICAÇÃO Concentração da droga em µg/ml   n(%) 
0,03 0,06 0,12 0,025 0,5 1,0 

C. albicans (77) 68 (88,3) 8 (10,4) 0 1 (1,3) 0 0 
C. glabrata (8) 5 (62,5) 0 0 0 2 (25) 1 (17,5) 
C. guilliermondii (5) 2 (40) 2 (40) 1 (20) 0 0 0 
C. neoformans (2) 2 (100) 0 0 0 0 0 
C. orthopsilosis (4) 3 (75) 1 (25) 0 0 0 0 
C. parapsilosis (81) 62 (76,5) 18 (22,2) 0 0 1 (1,2) 0 
C. tropicalis (18) 3 (16,7) 11 (61,1) 1 (5,6) 2 (11,1) 0 1 (5,6) 
S. cerevisiae (1) 0 0 1 (100) 0 0 0 
Total (196) 145 (74) 40 (20,4) 3 (1,5) 3 (1,5) 3 (1,5) 2 (1) 
Valores de MIC50 destacados em cinza e de MIC 90 em negrito. 

Tabela 9. Perfil de susceptibilidade a fluconazol de 196 amostras de Candida spp. isoladas de hemoculturas do HC-FMB-UNESP de 2000 a 2006. 

IDENTIFICAÇÃO Concentração da droga em µg/ml   n(%) 
0,125 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 32,0 

C. albicans (77) 1 (1,3) 15 (19,5) 26 (33,8) 24 (31,2) 11 (14,3) 0 0 0 0 
C. glabrata (8) 0 0 0 3 (37,5) 0 0 2 (25) 2 (25) 1 (12,5) 
C. guilliermondii (5) 0 0 0 2 (40) 1 (20) 0 1 (20) 1 (20) 0 
C. neoformans (2) 0 0 0 1 (50) 0 0 1 (50) 0 0 
C. orthopsilosis (4) 0 1 (25) 0 3 (75) 0 0 0 0 0 
C. parapsilosis (81) 0 4 (4,9) 0 58 (71,6) 17 (21) 1 (1,2) 0 1 (1,2) 0 
C. tropicalis (18) 0 1 (5,6) 0 7 (38,9) 6 (33,3) 4 (22,2) 0 0 0 
S. cerevisiae (1) 0 0 0 0 0 0 0 1 (100) 0 
Total (196) 1 (0,5) 21 (10,7) 26 (13,3) 98(50) 35 (17,9) 5 (2,6) 4 (2,0) 5 (2,6) 1 (0,5) 

Valores de MIC50 destacados em cinza e de MIC 90 em negrito. 
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4.2 C. albicans 1 

 2 

4.2.1 Introns do grupo I 3 

Das 77 cepas de C. albicans avaliadas, observou-se um predomínio do 4 

genótipo A com 57 isolados, seguido do genótipo B com 15 isolados e genótipo C 5 

com 5 isolados (Tabela 11). Não foi observada a ocorrência de C. dubliniensis na 6 

presente amostragem. A Figura 14 contém uma amostragem dos isolados 7 

avaliados, na qual se observou o polimorfismo desta região que possibilita a 8 

classificação dos diferentes genótipos de C. albicans e também a diferenciação 9 

(identificação) da espécie críptica C. dubliniensis.  10 

 11 

Tabela 11. Genotipagem de 77 C. albicans isoladas de hemocultura 
do HC-FMB-UNESP de 2000 a 2006. 

Genótipo N % pb a 

Genótipo A 57 74.0 450 

Genótipo B 15 19.5 840 

Genótipo C 5 6.5 450, 840 

C. albicans gen.A ATCC 36801b 450 

C. albicans gen.B ATCC 36803 b 840 

C. dubliniensis ATCC MYA646b  1080 
aTamanho da banda em pares de base;  bCepas padrão ATCC. 

 12 

 13 



78 
 

 1 

 2 

4.2.2 Genes ALS1 e ALS3 3 

Para avaliação do numero de motifs e produção de biofilme em C. 4 

albicans, as amostras analisadas foram divididas em dois grupos, de acordo com 5 

valores de DO obtidos pelo ensaio da quantificação do biofilme por XTT. 6 

Considerando as imagens obtidas pela microscopia e valores de DO, os grupos 7 

foram divididos em pouco ou não produtores de biofilme (DO≤0,238) e boas 8 

produtoras de biofilme (DO>0,238). O software Prism (versão) foi empregado 9 

Figura 14. Produtos de PCR da região de intron do grupo I de C. 
albicans. Polimorfismos de tamanho dos fragmentos para 
caracterização do genótipo. Genótipo A: 1-4,7,11-14,17-22,25, 27, 
29-39, 41-45, 48-50; Genótipo B: 5,8,9,15,26,28,40,46,47; Genótipo 
C: 6,10,16. Cepas padrão: ATCC 36801 C. albicans genótipo A: 23, 
51; ATCC MYA646 C. dubliniensis: 24, 52. Marcador 1kb (Promega). 
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para elaboração dos gráficos e análise estatística da distribuição do número de 1 

motifs entre os grupos avaliados. 2 

De um total de 77 amostras de C. albicans avaliadas, obteve-se 3 

sucesso, com amplificação e resolução do número de motifs do gene ALS1, na 4 

caracterização de 64 amostras. Destas, 38 (54,9%) apresentaram-se em 5 

heterozigose e 26 (40,6%) em homozigose, evidenciando o genoma diploide 6 

dessa espécie. O número de motifs por alelo variou de quatro a 24 (Figura 15 e 7 

Tabela 12). Não houve relação da distribuição entre o número de motifs e a 8 

produção de biofilme (p>0,05).  9 

 10 

 11 

Quanto ao gene ALS3, das 77 amostras de C. albicans avaliadas, 12 

obteve-se sucesso, com amplificação e resolução do numero de motifs do gene 13 

ALS3, na caracterização de 67 amostras. Destas, 42 (62,7%) apresentaram-se 14 

Figura 15. Gene ALS1 de C. albicans. Distribuição do número de 
motifs por alelo de 64 amostras (128 alelos) de C. albicans. 
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em heterozigose e 25 (37,3%) em homozigose. O número de motifs por alelo 1 

variou de 7 a 19 (Figura 16 e Tabela 13). Foi observada diferença entre a 2 

distribuição do número de motifs em relação aos dois grupos de produção de 3 

biofilme (p<0,05).  4 

Portanto, pôde-se observar que os polimorfismos de tamanho (número 5 

de cópias) da região do domínio central do gene ALS3 de C. albicans, detectados 6 

pelo número de motifs, podem estar relacionados à maior ou menor produção de 7 

biofilme. 8 

Figura 16. Gene ALS3 de C. albicans. Distribuição do número de 
motifs por alelo de 64 amostras (128 alelos) de C. albicans. 
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 1 

Tabela 12. Gene ALS1. Distribuição de alelos por número de motifs de 64 amostras de C. albicans isoladas de hemocultura do 
HC-FMB-UNESP de 2000 a 2006. 

Produção de 
biofilme (n) 

 
Porcentagem (n) de alelos para cada grupo de cópias repetidas Med±DPa,b 

4 6 7 10 11 12 13 14 16 17 18 19 20 22 24 

DO≤0,238 (76) 10,3 
(6) 

3,4 
(2) 

6,9 
(4) 

0 
(0) 

5,2 
(3) 

5,2 
(3) 

10,3 
(6) 

6,9 
(4) 

20,7 
(12) 

13,8 
(8) 

0 
(0) 

15,5 
(9) 

1,7 
(1) 

0 
(0) 

0 
(0) 13,6±4,9 

DO>0,238  (58) 0 
(0) 

4,3 
(6) 

0 
(0) 

5,7 
(4) 

5,7 
(4) 

2,9 
(2) 

1,4 
(1) 

11,4 
(8) 

22,9 
(16) 

10,0 
(7) 

7,1 
(5) 

15,7 
(11) 

10,0 
(7) 

1,4 
(1) 

1,4 
(1) 15,9±3,7 

aMédia do número de motifs repetidos por alelo ± desvio padrão. bTeste de Kolmogorov–Smirnov para análise da distribuição 
relativa entre o número de cópias repetidas por alelo: DO≤0,238 vs DO>0,238 (P=0,11). 
 

 2 

Tabela 13.  Gene ALS3. Distribuição de alelos por número de motifs de 67 amostras de C. albicans isoladas de hemocultura do 
HC-FMB-UNESP de 2000 a 2006. 

Produção de 
biofilme (n) 

  Porcentagem (n) de alelos para cada grupo de cópias repetidas Med±DPa,b 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 19 

DO≤0,238 (76) 0 
(0) 

5,3 
(4) 

9,2 
(7) 

0 
(0) 

17,1 
(13) 

15,8 
(12) 

15,8 
(12) 

18,4 
(14) 

7,9 
(6) 

7,9 
(6) 

0 
(0) 

2,6 
(2)  12,6±2,3  

DO>0,238  (58) 5,2 
(3) 

6,9 
(4) 

20,7 
(12) 

10,3 
(6) 

19 
(11) 

6,9 
(4) 

3,4 
(2) 

10,3 
(6) 

1,7 
(1) 

3,4 
(2) 

8,6 
(5) 

3,4 
(2) 11,5±3,1  

aMédia do número de motifs repetidos por alelo ± desvio padrão. bTeste de Kolmogorov–Smirnov para análise da distribuição 
relativa entre o número de cópias repetidas por alelo: DO≤0,238 vs DO>0,238 (P=0,004). 
 

 3 
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4.2.3 Gene HWP1 1 

As 77 amostras de C. albicans foram avaliadas quanto à presença e 2 

possíveis polimorfismos de tamanho do gene HWP1. A amplificação do gene 3 

HWP1 foi observada nas 77 amostras avaliadas e não foram observados 4 

polimorfismos de tamanho. A Figura 17 apresenta uma amostragem de 5 

11isolados, 10 amostras de hemocultura e uma cepa ATCC. Foi possível a 6 

amplificação do gene na totalidade das amostras. 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

4.3 C. parapsilosis - Complexo “psilosis” 12 

 13 

4.3.1 Identificação das espécies crípticas 14 

As 85 amostras do complexo “psilosis”, isto é, identificadas como C. 15 

parapsilosis ou C. orthopsilosis, foram submetidas à reação de PCR para 16 

amplificação e digestão do gene SADH pela enzima BanI (Figura 18). Os dados 17 

obtidos foram analisados quanto ao padrão de tamanho das bandas observado 18 

em gel, após “cortes” pela enzima de restrição. Das 85 amostras do complexo 19 

“psilosis” (81 C. parapsilosis e 4 C. orthopsilosis), 82 mostraram ser C. 20 

parapsilosis e três C. orthopsilosis, estas últimas também foram identificadas 21 

como C. orthopsilosis pelo sequenciamento de ITS1-5.8S-ITS2. Apenas uma 22 

amostra mostrou-se discrepante quanto à identificação molecular, tendo sido 23 

Figura 17. Amplificação do gene HWP1 de C. albicans. Amplificação 
de 10 amostras e 1 cepa padrão SC5314 de C. albicans. Marcador 
(Promega). 

-2kb 
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identificada como C. orthopsilosis pelo sequenciamento e C. parapsilosis pela 1 

reação de digestão do gene SADH. Portanto, foi observada concordância de 2 

98,2% (84/85) entre os métodos utilizados para identificação das espécies desse 3 

grupo.   4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

4.3.2 Genes ALS 10 

Para iniciar estudos sobre a genética da produção de biofilme por C. 11 

parapsilosis, os cinco genes ALS-like presentes em C. parapsilosis foram 12 

avaliados quanto a sua expressão em diferentes condições (biofilme e fagocitose 13 

por macrófagos). Essa fase do estudo foi realizada no Laboratório do Prof. Dr. 14 

Joshua D. Nosanchuk, como parte do estágio sanduiche no exterior.  15 

Figura 18. Gene SADH de C. parapsilosis. Detecção de espécies do complexo 
“psilosis”. (A) Amplificação do gene SADH - Controle negativo: 1 ; ATCC96144  
C. metapsilosis: 2; ATCC96139 C. orthopsilosis: 3; ATCC22019 C. parapsilosis: 
4; marcador de 100pb (Promega). (B) Digestão do produto amplificado, 1 e 2: 
amostras isoladas de pacientes AC-75 e AC-73; 3: cepa ATCC C. metapsilosis; 
4: cepa ATCC C. orthopsilosis; 5: cepa ATCC C. parapsilosis; 6: marcador de 
100pb (Promega).  



84 
 

Como os cinco genes ALS-like não não puderam ser detectados na 1 

cepa avaliada inicialmente (GA1), foi necessária a sua substituição pela cepa 2 

controle ATCC22019, na qual os 5 genes (pequenas sequências de cada gene) 3 

puderam ser detectados pela amplificação por PCR (Figura 19).  4 

 5 

 6 

4.3.2.1 Expressão dos genes ALS em condições de biofilme 7 

Os cinco genes ALS-like de C. parapsilosis foram avaliados quanto à 8 

sua expressão durante a formação de biofilme. A análise da expressão de cada 9 

gene foi realizada por PCR em tempo real em dois tempos diferentes, 24 e 48 10 

horas de incubação. 11 

O gene ALS1-like apresentou expressão aumentada na condição de 12 

biofilme quando comparado à condição de crescimento planctônico, em ambos os 13 

tempos avaliados, 24 e 48 horas (Figura 20). Embora tenha sido observada 14 

diferença, a expressão do gene foi muito baixa para ser considerada.  15 

Figura 19. Amplificação dos genes ALS-like de C. parapsilosis. Detecção dos 
5 genes da família ALS-like. Presença dos 5 genes na cepa ATCC22019 
(ALS1, ALS2, ALS3, ALS4 e ALS5) e de 2 genes na cepa GA1 (ALS2 e 
ALS3). 
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 1 

 2 

Não foi observada diferença na expressão do gene ALS2-like quando se 3 

comparou as células do biofilme com as células de crescimento planctônico, em 4 

ambos os tempos avaliados, 24 e 48 horas (Figura 21).  5 

 6 

 7 

O gene ALS3-like apresentou expressão aumentada na condição de 8 

biofilme quando comparado à condição de crescimento planctônico após 48h de 9 

Figura 20.  Expressão do gene ALS1 de C. parapsilosis durante biofilme. A 
expressão do gene ALS1 foi maior nas células do biofilme quando comparadas as 
células com crescimento planctonico, após incubação por 48h (p<0,05). 

 

Figura 21.  Expressão do gene ALS2 de C. parapsilosis durante biofilme. Não 
houve diferença estatística, quanto à expressão do gene ALS2, entre células 
com crescimento planctônico e células em biofilme (p>0,05). 
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incubação. Não foi observada diferença na expressão do gene ALS3-like no 1 

tempo 24h (Figura 22). Embora tenha sido observada diferença, a expressão do 2 

gene foi muito baixa para ser considerada. 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

O gene ALS4-like apresentou diminuição na expressão na condição de 8 

biofilme quando comparado à condição de crescimento planctônico, em ambos os 9 

tempos avaliados, 24 e 48 horas (Figura 23).  10 

 11 

Figura 22.  Expressão do gene ALS3 de C. parapsilosis durante biofilme. A 
expressão do gene ALS3 foi maior nas células do biofilme quando comparadas as 
células com crescimento planctônico, após 48h de incubação (p<0,05). 
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 1 

O gene ALS5-like apresentou diminuição na expressão  na condição de 2 

biofilme quando comparado à condição de crescimento planctônico após 48h de 3 

incubação. Não foi observada diferença na expressão do gene ALS5-like no 4 

tempo 24h (Figura 24). 5 

 6 

 7 

Figura 23.  Expressão do gene ALS4 de C. parapsilosis durante biofilme. A 
expressão do gene ALS4 foi reduzida nas células do biofilme quando 
comparada com as células com crescimento planctônico, após 24 e 48h de 
incubação (p<0,05). 

 

Figura 24.  Expressão do gene ALS5 de C. parapsilosis durante biofilme. A 
expressão do gene ALS5 foi reduzida nas células do biofilme quando 
comparada com as células com crescimento planctônico, após 48h de 
incubação (p<0,05). 
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4.3.2.2 Expressão dos genes ALS durante fagocitose por macrófagos 1 

Os cinco genes ALS-like de C. parapsilosis foram avaliados quanto à 2 

sua expressão durante a fagocitose por macrófagos. A análise da expressão de 3 

cada gene foi realizada por PCR em tempo real em cinco tempos diferentes, 4 

0min, 15min, 3min, 1h e 6h, sendo o tempo 0min empregado como controle para 5 

avaliação da expressão nos demais tempos. 6 

Os dados obtidos para cada um dos cinco genes estão apresentados 7 

nas Figuras 25 a 29. Foi observado aumento da expressão dos genes ALS1 e 8 

ALS4 após 15 minutos de exposição, enquanto que o ALS5 teve sua expressão 9 

aumentada após 30 minutos de incubação com macrófagos. Os genes ALS2 e 10 

ALS3, quando incubados com macrófagos, apresentaram diminuição na 11 

expressão nos 15 minutos iniciais. 12 

 13 

Figura 25. Expressão do gene ALS1-like de C. 
parapsilosis durante a fagocitose por macrófagos. Foi 
observado aumento de expressão gênica nos tempos 15 
min, 30 min e 6 horas, quando comparada com a do 
controle (tempo 0 min). 
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1 

 2 

Figura 26. Expressão do gene ALS2-like de C. parapsilosis 
durante a fagocitose por macrófagos. Foi observada 
diminuição de expressão gênica no tempo 15 min, quando 
comparada com a do controle (tempo 0 min). 

 

Figura 27. Expressão do gene ALS3-like de C. parapsilosis 
durante a fagocitose por macrófagos. Foi observada diminuição 
de expressão gênica nos tempos 15 min e 1 hora, quando 
comparada com a do controle (tempo 0 min). 
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 1 

 2 

Figura 28. Expressão do gene ALS4-like de C. 
parapsilosis durante a fagocitose por macrófagos. Foi 
observado aumento de expressão genica nos tempos 
15 min, 30 min, 1 hora e 6 horas, quando comparada 
com a do controle (tempo 0 min). 

 

Figura 29. Expressão do gene ALS5-like de C. 
parapsilosis durante a fagocitose por macrófagos. Foi 
observado aumento de expressão gênica nos tempos 30 
min, 1 hora e 6 horas, quando comparada com a do 
controle (tempo 0 min). 
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 1 

4.3.2.3 Detecção dos genes ALS em isolados clínicos 2 

Tendo em vista a ausência de alguns dos genes ALS-like na cepa GA1 3 

de C. parapsilosis, reações de PCR para amplificação integral dos cinco genes da 4 

família foram realizadas (Figura 30). Foram avaliadas 81 amostras de C. 5 

parapsilosis e os dados obtidos estão apresentados na tabela 14. A não 6 

observância de banda de amplificação, não significa apenas ausência do gene, 7 

mas também que os primers desenhados não anelaram devido a algum 8 

polimorfismo de sequência ou que o gene não esteja completo, isto é, apenas 9 

fragmentos do gene podem estar presentes numa determinada amostra. 10 

 11 

 12 

 13 

Figura 30. Amplificação dos genes ALS-like de C. parapsilosis. PCR 
para amplificação dos genes ALS-like de C. parapsilosis da cepa 
controle ATCC 22019. Marcador 1kb (Promega).  

~2921 

~4107 

~3001 

~3420 
~7149 

2kb 

3kb 
4kb 
7kb 
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Tabela 14. Gens ALS-like de C. parapsilosis. PCR para 
detecção dos genes da família ALS-like em 81 amostras de C. 
parapsilosis isoladas de hemocultura, HC-FMB. 

Gene  C. parapsilsosisa n (%) pbb 

ALS1  CPAG_00368 35 (43,2)  2921 

ALS2  CPAG_05056 78 (96,3) 4107 

ALS3  CPAG_05314 72 (88,9) 3001 

ALS4  CPAG_00369 66 (81,5) 3420 

ALS5  CPAG_05054 26 (32,1)  7149 
areferência nos bancos de dados de C. parapsilosis; bpb: 
número de pares de base; tamanho da banda observada. 

 1 

  2 
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5. DISCUSSÃO 1 

 2 

A frequência das infecções causadas por leveduras, em especial pelas 3 

espécies de Candida, tem aumentado substancialmente nos últimos anos 4 

(HAJJEH et al., 2004; PFALLER & DIEKEMA, 2007). Embora C. albicans ainda 5 

apresente alta frequência causando infecções, outras espécies de Candida estão 6 

emergindo, e em algumas casuísticas as espécies não-albicans são isoladas com 7 

maior frequência (COLOMBO et al., 2006; SHIVAPRAKASHA et al., 2007; 8 

COSTA-DE-OLIVEIRA et al., 2008; GONZÁLEZ et al., 2008; KERSUN et al., 9 

2008; MONTAGNA et al., 2010; CELEBI et al., 2012). No presente estudo, a 10 

frequência de C. albicans variou de 39,3 a 44,4%, dependendo do método de 11 

identificação empregado, e foi inferior ao conjunto de C. não-albicans, onde C. 12 

parapsilosis foi espécie mais frequente, com 33,2 a 42,3% de isolados, também 13 

dependendo do método de identificação. A alta frequência de espécies de C. não-14 

albicans, em especial C. parapsilosis, em relação a C. albicans, em isolados de 15 

hemoculturas, já havia sido observada em outras casuísticas brasileiras (RUIZ et 16 

al. 2005; COLOMBO et al., 2006;  MEDRANO et al. 2006; PASSOS et al., 2007;). 17 

A razão pela qual essa espécie tem se destacado ainda não está completamente 18 

entendida. C. parapsilosis é parte da microbiota da pele humana e já foi possível 19 

o isolamento dessa espécie das mãos de profissionais da saúde (VAN ASBECK 20 

et al., 2007; TROFA et al., 2008), os quais foram identificados como vetores para 21 

aquisição de infecção por esta espécie (TROFA et al., 2008). C. parapsilosis pode 22 

apresentar importantes fatores de virulência como facilidade de adesão às células 23 

do hospedeiro, capacidade de produção de biofilme e produção de enzimas 24 

hidrolíticas (BRANCHINI et al., 1994; TROFA et al., 2008), além de habilidade de 25 
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crescimento em solução de alimentação parenteral e afinidade por dispositivos 1 

intravasculares e materiais protéticos (CLARK et al., 2004; TROFA et al., 2008). A 2 

adoção de “boas práticas” de controle, com adequada anti-sepsia das mãos de 3 

profissionais da saúde, bem como a desinfecção dos dispositivos médicos, em 4 

especial os cateteres, poderão minimizar substancialmente os casos de infecção 5 

por C. parapsilosis.  6 

 A alteração na epidemiologia das infecções por Candida spp., 7 

caracterizada pelo predomínio das espécies não-albicans sobre a espécie C. 8 

albicans (DIEKEMA et al., 2012), enfatiza a necessidade de melhor 9 

caracterização dos isolados, uma vez que diferentes espécies podem apresentar 10 

diferentes perfis de susceptibilidade a drogas e evolução clínica.  Nos laboratórios 11 

clínicos, a identificação em nível de espécie vem se tornando cada vez mais 12 

importante. O isolamento e identificação morfo-fisiológica, embora ainda sejam 13 

considerados como método de referência, é laborioso e necessita de maior 14 

tempo, tornando difícil o tratamento empírico adequado, especialmente para os 15 

casos de infecções invasivas. Sistemas automatizados, para identificação e testes 16 

de susceptibilidade, vêm sendo amplamente empregados em laboratórios clínicos 17 

visando agilidade na caracterização. Com o advento da biologia molecular, 18 

técnicas de identificação baseadas no DNA foram desenvolvidas e vêm sendo 19 

empregadas tanto na pesquisa como para o diagnostico de infeções. A técnica 20 

molecular mais utilizada para identificação de fungos, principalmente leveduras do 21 

gênero Candida spp., consiste na amplificação e sequenciamento de regiões de 22 

rDNA, como as regiões ITS (CLSI, MM18-A). Embora essa técnica já tenha sido 23 

padronizada para uso em laboratórios de rotina microbiológica, os custos ainda 24 

são altos, considerando que além da aquisição e manutenção dos equipamentos, 25 
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há também a necessidade de profissionais capacitados com domínio da técnica e 1 

também de microbiologia clássica, para interpretação dos resultados obtidos. No 2 

presente trabalho, foram comparados três diferentes métodos de identificação, o 3 

método automatizado, o método clássico de referência (morfo-fisiológico) e o 4 

método molecular. O método molecular foi capaz de detectar o maior número de 5 

espécies, inclusive discriminar as espécies crípticas do complexo C. parapsilosis. 6 

O método morfo-fisiológico, embora com menor poder discriminatório que o 7 

molecular, ainda é considerado de referência, uma vez que só com a visualização 8 

do isolado pode-se melhor analisá-lo, avaliando suas características e garantindo 9 

a pureza da cultura, essencial para obtenção de resultados fidedignos. 10 

Considerando que houve uma boa concordância entre os métodos (>80%), a 11 

utilização do método automatizado em laboratórios de rotina, principalmente com 12 

grande volume de exames, deve ser considerado uma ferramenta importante, 13 

uma vez que o processo de identificação pode ser realizado em menor tempo e 14 

com boa sensibilidade discriminatória quando comparado aos outros métodos. 15 

Porém, vale enfatizar a necessidade de profissionais bem treinados, com 16 

conhecimento e capacidade de discernimento para os casos em que há 17 

necessidade de lançar mão de técnicas tradicionais e/ou recorrer a técnicas 18 

moleculares para melhor “resolução” da espécie em questão. 19 

Nas ultimas décadas, simultaneamente ao aumento do número de 20 

infecções por Candida spp., aumentou também o volume de pesquisas para 21 

melhor compreensão da biologia desse micro-organismo. A produção de biofilme 22 

é uma característica importante desse micro-organismo, que pode trazer 23 

malefícios não apenas na área médica, como também prejuízos nas indústrias do 24 

ramo alimentício, estações de tratamento de água, e etc. A fim de garantir 25 
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tratamento eficiente para pacientes, o perfil de cada espécie capaz de causar 1 

infeção deve ser levado em consideração, tornando o conhecimento das 2 

principais características de cada micro-organismo um recurso importante no 3 

direcionamento do tratamento. Neste trabalho, a produção de biofilme foi avaliada 4 

com o objetivo de melhor conhecimento do perfil dos isolados mais frequentes no 5 

HC/FMB. Embora existam diferentes metodologias para avaliar a produção de 6 

biofilme por Candida spp., publicações recentes têm relatado técnicas que 7 

envolvem além da quantificação do biofilme presente no substrato, a visualização 8 

por técnicas de microscopia. No presente estudo, o biofilme produzido por cada 9 

isolado foi quantificado e alguns também foram submetidos à microscopia de 10 

fluorescência e microscopia eletrônica de varredura. Já foi reportado que isolados 11 

de C. parapsilosis e C. glabrata sejam menos produtores de biofilme que a 12 

espécie mais patogênica C. albicans (HAWSER & DOUGLAS,1994), entretanto, 13 

no presente estudo não foi observada diferença significativa quanto à produção 14 

de biofilme entre diferentes espécies, quando comparadas entre si. E embora, 15 

tenham sido observados maiores valores de DO nos isolados de C. orthopsilosis, 16 

o número de isolados é muito baixo e pode não ser representativo. Na 17 

visualização por microscopia de fluorescência, as amostras com maiores valores 18 

de DO apresentaram-se como uma massa confluente, e as com valores menores 19 

apresentaram-se como células dispersas, independente da espécie avaliada.  Na 20 

microscopia eletrônica de varredura, também independente da espécie analisada, 21 

amostras com maiores valores de DO apresentaram estruturas não-celulares 22 

aderidas a células, possivelmente matriz polimérica extracelular. A utilização de 23 

imagens como complemento à técnica de quantificação da produção de biofilme é 24 
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uma ferramenta extra que permite a visualização do que está sendo quantificado 1 

e garante a confiabilidade no método.  2 

Muitos pesquisadores consideram o uso de drogas antifúngicas, como o 3 

fluconazol, como importante fator na alteração da epidemiologia das infecções por 4 

Candida spp., justificando o fato de que em muitos países, principalmente nos 5 

Estados Unidos, a espécie não-albicans mais frequente é a C. glabrata, que pode 6 

apresentar sensibilidade reduzida a esta droga, e até mesmo C. krusei, a qual é 7 

intrinsecamente resistente ao fluconazol (BEN-AMI et al., 2012; DIEKEMA et al., 8 

2012; YADAV et al., 2012; ARENDRUP et al., 2013;  MORETTI et al., 2013). Os 9 

isolados analisados neste estudo, não apresentaram resistência frente às drogas 10 

antifúngicas avaliadas, com exceção da anfotericina B. Os isolados resistentes a 11 

anfotericina B apresentaram MIC = 2µg/ml. O CLSI não estipula o ponto de corte 12 

para resistência frente à anfotericina B, para tal foi considerado resistente os 13 

isolados que apresentassem MIC ≥2µg/ml (NGUYEN et al., 1998). Resistência a 14 

anfotericina B também já foi reportada em outros centros hospitalares (HULL et 15 

al., 2012;  JUNG et al., 2012;  ERICSSON et al., 2013, YANG et al., 2013). 16 

Além da identificação da espécie, a tipagem molecular é uma ferramenta 17 

considerada bastante eficaz na identificação de surtos. Atualmente, técnicas 18 

moleculares para tipagem de micro-organismos vêm ganhando destaque na 19 

literatura, principalmente devido à publicação, e consequente disponibilidade, de 20 

sequências dos genomas completos. As espécies C. albicans e C. dubliniensis 21 

apresentam uma peculiaridade em relação às demais: a presença dos Introns do 22 

grupo I. Os introns do grupo I são elementos móveis que podem estar inseridos 23 

no rDNA e consequentemente interferir nos padrões de banda quando da 24 

amplificação desse fragmento. Existem três diferentes genótipos de C. albicans, o 25 
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A, o B e o C, além da espécie críptica C. dubliniensis, que antigamente era 1 

considerada o genótipo D de C. albicans. A presença desses introns na região 2 

26S de rDNA apresenta-se de maneira diferente em cada um dos genótipos, o 3 

que torna a detecção desse elemento, o Intron do grupo I, uma ferramenta rápida 4 

de caracterização do genótipo em questão. No presente estudo, dentre as 77 5 

amostras de C. albicans analisadas, observou-se um predomínio do genótipo A 6 

(74%), que foi detectado pela ausência do Intron do grupo I, seguido do genótipo 7 

B (19,5%), com o intron presente em homozigose e genótipo C (6,5%), o qual 8 

apresenta o intron inserido em apenas um dos alelos – em heterozigose. Não 9 

houve ocorrência de C. dubliniensis. Tamura et al. (2001) avaliaram 301 isolados 10 

e encontraram frequência similar, com predomínio do genótipo A, seguido do 11 

genótipo B e depois C, além de 5 isolados de C. dubliniensis e dois isolados com 12 

padrões diferentes, produto de 1400pb, os quais denominaram  como C. albicans 13 

genótipo E. Este último parece ser exclusivo do Japão, onde o trabalho foi 14 

realizado, pois até o presente, o genótipo E não foi detectado em outras 15 

casuísticas (DISNEY et al., 2004; KARAHAN  et al., 2004; MERCURE et al., 1993; 16 

ZHANG & LEIBOWITZ, 2001). Alguns estudos avaliaram a relação entre a 17 

presença dos Introns do grupo I e susceptibilidade a droga antifúngica flucitosina, 18 

tendo sido observado que C. albicans do genótipo B e genótipo C são mais 19 

sensíveis em relação ao genótipo A (STEVENS et al., 1990; MERCURE et al., 20 

1993; MCCOULLOGH et al. 1999). Considerando a rápida execução e facilidade 21 

na interpretação dos resultados, a detecção de Introns do grupo I apresenta-se 22 

como uma alternativa viável para avaliação dos casos suspeitos de surto, onde a 23 

tipagem do micro-organismo se faz necessária. 24 
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A publicação da sequência do genoma de algumas das espécies de 1 

Candida spp. possibilitou o conhecimento, ou um melhor entendimento, de 2 

diversos fenômenos importantes da biologia desses micro-organismos. As 3 

principais espécies do gênero Candida já foram completamente sequenciadas: C. 4 

albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e sua espécie críptica C orthopsilosis, e, as 5 

haplóides, C. glabrata, C. guilliermondii e C. lusitaniae (JONES et al., 2004; VAN 6 

HET HOOG et al., 2007; BUTLER et al., 2009; RICCOMBENI et al., 2012). Muitos 7 

genes estão envolvidos em fenômenos como: resistência a drogas - genes ERG3 8 

de resistência ao fluconazol (VALE-SILVA et al., 2012); alteração de aspecto da 9 

colônia – switch branco-opaco de C. albicans (RAMÍREZ-ZAVALA et al., 2008); 10 

nas vias de síntese de ácidos graxos de C. parapsilosis – genes LIP, FAS e OLE 11 

(GÁCSER et al., 2007b; NGUYEN et al., 2011; NGUYEN et al., 2012).  12 

Em muitos casos, os processos necessários para a geração de um 13 

fenótipo apresentam o envolvimento de mais de um gene ou família de genes, 14 

como é o caso dos genes ALS de C. albicans (HOYER et al., 2001). O 15 

envolvimento dos genes da família ALS no processo de formação do biofilme de 16 

C. albicans, ainda não está completamente esclarecido (HOYER et al.,1995; 17 

HOYER et al.,1998a,b; NAILIS et al., 2009; LIU et al., 2011). No presente estudo, 18 

o perfil de polimorfismos de tamanho, indicados pelo numero de cópias de motifs 19 

na região do domínio central de cada gene, foi analisado quanto à sua 20 

associação com a capacidade de produzir biofilme pelos isolados de C. albicans. 21 

O gene ALS1 apresentou uma variação de quatro a 24 motifs por alelo e não foi 22 

observada relação entre do número de motifs e a produção de biofilme. Já para o 23 

gene ALS3, o número de motifs por alelo variou de sete a 19 e pode-se observar 24 

uma relação entre o número de motifs e a produção de biofilme. Portanto, os 25 
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polimorfismos de tamanho (número de cópias) da região do domínio central do 1 

gene ALS3 de C. albicans, detectados pelo número de motifs, podem estar 2 

relacionados à produção de biofilme.  Outro gene, o HWP1, foi sugerido ter sua 3 

proteína “associada” a proteína als3, por similaridade aos genes MATa e MATα 4 

de S. cerevisiae, complementando o biofilme dessa espécie (DANIELS et al., 5 

2003; NAS et al., 2008; SOLL, 2008; KHODAVANDI et al., 2011). Na presente 6 

casuística, o gene HWP1 pode ser amplificado em todos os isolados de C. 7 

albicans e não foram detectados polimorfismos de tamanho desse gene. 8 

A espécie C. parapsilosis era dividida em três grupos (I, II e III), com base 9 

nas diferenças do DNA amplificado randomicamente (RAPD) e na sequência de 10 

alguns genes (LEHMANN et al., 1992; CASSONE, et al. 1995; LIN et al., 1995; 11 

ROY & MEYER, 1998; KATO  et al., 2001). Em 2005, Tavanti et al. sugeriram que 12 

o “complexo C. parapsilosis” fosse separado em três espécies distintas: C. 13 

parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis, e C. metapsilosis, descrevendo uma 14 

metodologia para discriminação das espécies do complexo de acordo com 15 

polimorfismos presentes no gene SADH, pela amplificação do gene e digestão 16 

com enzima de restrição. Estudos recentes apontam que essas espécies podem 17 

apresentar diferentes perfis de susceptibilidade e virulência, justificando o 18 

crescente número de pesquisas sobre a epidemiologia das infecções por esses 19 

micro-organismos (GACSER et al., 2007a; GÓMEZ-LÓPEZ et al. 2008, 20 

LOCKHART et al., 2008a; VAN ASBECK 2008, VARGA, et al. 2008; SILVA et al., 21 

2009, SZABO, et al. 2009; CANTÓN 2010; CANTÓN 2011). Nos últimos anos, 22 

vem sendo relatado um aumento na incidência de infecções por C. orthopsilosis e 23 

C. metapsilosis, que pode depender da região geográfica e do tipo de material 24 

avaliado (LOCKHART  et al., 2008a). No presente estudo, os isolados do 25 
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complexo C. parapsilosis (n=85) submetidos a restrição do gene SADH revelaram 1 

a presença de três isolados da espécie críptica C. orthopsilosis. Houve 2 

concordância de 92,8% entre as técnicas, com apenas uma amostra discrepante, 3 

identificada como C. orthopsilosis pelo sequenciamento e C. parapsilosis pela 4 

reação de digestão do gene SADH. Não foi observado C. metapsilosis na 5 

presente amostragem. Outros estudos apresentam frequência similar, com 6 

predomínio de C. parapsilosis, e com frequência bastante reduzida de C. 7 

orthopsilosis, seguida de C. metapsilosis (KOCSUBE S., et al. 2007; GÓMEZ-8 

LÓPEZ et al. 2008; LOCKHART et al., 2008a; DIEKEMA et al. 2009;  9 

GONCALVES et al. 2010; CANTÓN et al., 2011). Além dos polimorfismos do 10 

gene SADH, outros marcadores vêm sendo descritos para a discriminação entre 11 

as espécies do complexo (HORKÁ et a., 2012; PRANDINI, THR, dados ainda não 12 

publicados), na tentativa de desenvolver uma técnica que seja aplicável nos 13 

laboratórios clínicos, isto é, de fácil execução, rápida e com boa sensibilidade. 14 

Assim como ocorreu com C. albicans, o sequenciamento de C. parapsilosis 15 

abriu caminhos para melhor entendimento da biologia desse micro-organismo. 16 

Hoje se sabe que a produção de biofilme é um fenômeno complexo, que envolve 17 

vários genes. Uma vez que os genes da família ALS de C. albicans, já foram 18 

identificados como importantes codificadores de proteínas para adesão e 19 

arquitetura do biofilme, e como genes homólogos a eles foram identificados em C. 20 

parapsilosis (BUTLER et al., 2009), estima-se que a produção de biofilme de C. 21 

parapsilosis também apresente os genes ALS-like envolvidos na formação desse 22 

fenômeno. Com base na sequência depositada no banco de dados do Broad 23 

Institute, primers foram desenhados para quantificar a expressão desses genes 24 

em células do biofilme de C. parapsilosis, desse modo foi observado que nem 25 
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todos os genes ALS-like estão presentes na cepa GA1, mas estão presentes na 1 

cepa controle ATCC22019, na qual os cinco genes puderam ser amplificados. 2 

Nesta última cepa, os genes ALS1, ALS2 e ALS3-like não apresentaram 3 

diferenças relevantes na expressão quando comparados nas condições de 4 

biofilme e células planctônicas. Já os genes ALS4 e ALS5-like, apresentaram 5 

diminuição na expressão quando em condições de biofilme, comportamento 6 

oposto ao esperado.  7 

Tendo em vista os resultados de expressão desses genes na condição de 8 

biofilme, e considerando que a erradicação das células de Candida spp. pelo 9 

hospedeiro é amplamente dependente da atividade fungicida de monócitos, como 10 

os macrófagos e neutrófilos, questionou-se a importância desses genes durante o 11 

processo de infeção. Enquanto os genes ALS1, ALS4 e ALS5-like aumentaram a 12 

expressão após o contato com macrófagos, os genes ALS2 e ALS3-like 13 

diminuíram a expressão, o que poderia sugerir o possível envolvimento dos genes 14 

ALS1, ALS4 e ALS5-like na resistência ao estresse oxidativo, provocado pelas 15 

espécies reativas de oxigênio produzidas pelos macrófagos.  16 

Considerando que, a cepa controle C. parapsilosis ATCC22019 esteja há 17 

muitos anos em laboratório, e que a virulência pode ter sido perdida ou 18 

descaracterizada (CLSI, M27-A2), e que algumas cepas não apresentam todos os 19 

genes ALS (dados ainda não publicados - Toni Gabaldon, PhD, Comparative 20 

Genomics Group, CRG-Centre for Genomic Regulation, Barcelona, Espanha), foi 21 

necessário iniciar estudos para detecção dos genes da família ALS-like nos 22 

isolados de C. parapsilosis da presente amostragem. E para melhor 23 

entendimento, tentou-se amplificar por completo os 5 genes da família ALS-like, 24 

sendo possível a detecção em apenas uma parte dos isolados. A não observância 25 
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de banda de amplificação, não significa apenas ausência do gene, mas também 1 

que os primers desenhados não anelaram devido a algum polimorfismo de 2 

sequência ou que o gene não esteja completo, isto é, apenas fragmentos do gene 3 

podem estar presentes numa determinada amostra.  4 
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6. CONCLUSÕES 1 

 2 

 Os métodos de identificação tradicional, automatizado e molecular 3 

apresentam boa correlação entre si, porém o método molecular apresenta maior 4 

capacidade de descriminação das espécies, incluindo as do grupo psilosis. 5 

 6 

 O emprego do meio cromogênico, em conjunto com qualquer que 7 

seja a metodologia de identificação escolhida, é uma ferramenta útil para 8 

validação da identificação das espécies mais frequentes.  9 

 10 

 A espécie C. parapsilosis apresentou frequência alterada de acordo 11 

com a metodologia empregada na identificação, é predominante em relação às 12 

demais espécies do complexo, e é o principal agente causador de infecções 13 

invasivas em pacientes do HC-FMB/UNESP. 14 

 15 

 A caracterização do padrão de Introns do grupo I em isolados de C. 16 

albicans pode ser uma ferramenta útil e viável na detecção preliminar de surtos 17 

causados por esta espécie.  18 

 19 

 Diversos fatores devem ser considerados na escolha da 20 

metodologia a ser empregada para a identificação em nível de espécie de 21 

leveduras do gênero Candida, ressaltando que nenhuma metodologia é capaz de 22 

substituir um profissional capacitado. 23 

 24 
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 Todas as espécies podem apresentar isolados bons produtores de 1 

biofilme e também isolados pouco ou não produtores de biofilme.  2 

 3 

 De modo geral, as drogas antifúngicas avaliadas (fluconazol, 4 

voriconazol, anidulafungina e anfotericina B) exercem boa atividade sobre os 5 

isolados de leveduras do gênero Candida obtidos de hemoculturas do HC-6 

FMB/UNESP. 7 

 8 

 Polimorfismos do gene ALS3 de C. albicans podem estar 9 

relacionados à produção de biofilme nesta espécie. 10 

 11 

 Os genes ALS-like podem não estar presentes em todos os isolados 12 

de C. parapsilosis, e sugere-se que estejam envolvidos nos processos de 13 

fagocitose por macrófagos e não na produção de biofilme. 14 

  15 
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