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RESUMO 

 

BATISTA, G.C.M. Perfil fenotípico e genotípico de leveduras isolada s da 
cavidade oral, sangue e cateter de neonatos interna dos em unidade de 
terapia intensiva neonatal de hospital terciário de  São Paulo.  2009. 108 f. 
Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 

Nesta pesquisa isolamos e identificamos as leveduras da mucosa oral, 
provenientes de cateter e de sangue  de neonatos de alto risco internados na 
UTIN (Unidade de Terapia Intensiva Neonatal) de hospital terciário de São 
Paulo, por período de 9 meses. Foram coletadas 282 amostras da mucosa oral, 
12 de sangue e 6 de cateter no período em estudo. As leveduras também 
foram avaliadas quanto ao perfil de exoenzimas (proteinase e fosfolipase) e 
sensibilidade aos antifúngicos pela técnica do Etest. As amostras também 
foram avaliadas quanto ao perfil molecular por meio da técnica de eletroforese 
em campo pulsátil (PFGE).  Dos 125 neonatos internados, 23 (18,4%) 
apresentaram leveduras na mucosa oral, sangue e cateter.  Dos 23 neonatos, 
obtivemos 54 amostras de leveduras, sendo 36 (66,7%) isoladas da 
colonização oral; 12 (22,2%) de sangue, seis (11,1%) de cateter. C. albicans foi 
a mais freqüente dentre as amostras isoladas da mucosa oral e sepse. C. 
parapsilosis foi a mais isolada dentre as amostras de cateter. Todas as 
amostras foram consideradas sensíveis aos antifúngicos (fluconazol, 
voriconazol, itraconazol, cetoconazol, anfotericina B e caspofungina). As 
amostras de colonização oral, cateter e sangue apresentaram atividade de pelo 
menos uma exoenzima. Dentre os 12 casos de sepse, 83,4% (10/12) foram 
causadas por espécies de Candida, sendo que, destas 10 candidemias, 60% 
(6/10) estiveram associadas com colonização oral prévia pela mesma espécie 
e perfil genotípico. O PFGE tipo V foi predominante em C. albicans e neonatos 
colonizados com este perfil apresentaram maior probabilidade em desenvolver 
septicemia.  A mortalidade devido a infecção sistêmica (septicemia) por 
leveduras,no período do estudo, foi de 91.6% e a mortalidade devido somente 
às espécies de Candida, foi de 83,4%. Ressaltamos que C. albicans causou 
infecção fúngica sistêmica com prévia colonização oral.  C. parapsilosis 
ocasionou maiores casos de septicemia provenientes do cateter.  

Palavras chave:  Candida sp.   Neonatos.   Perfil Molecular. Colonização.   

Fungemia.  



 

 

 

ABSTRACT 

 

BATISTA, G.C.M. Phenotypic and genotypic profile of yeasts isolated  from 
the oral cavity, blood and catheter of neonates in a neonatal intensive 
care unit of a public hospital in São Paulo, Brazil . 2009. 108 p. Thesis 
(Doctorate in Sciences) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2009. 
 
This study was aimed to identify yeasts isolated from the oral mucosa, catheter 
and blood of high-risk neonates in an NICU (neonatal intensive care unit) in a 
public hospital in São Paulo, Brazil, over a period of 9 months. During the 
period of the study, 282 samples were collected from the oral mucosa, 12 from 
the blood, and 6 from the catheter. The yeasts were also evaluated in regard to 
the profile of their exoenzymes (proteinase and phospholipase), while their 
susceptibility to antifungal agents was measured by Etest. The molecular profile 
of the samples was moreover evaluated by means of pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE). Of the 125 neonates studied, 23 (18.4%) presented 
yeast in their oral mucosa, blood, or catheter. From these 23 neonates, 54 
samples of yeast were obtained; 36 (63.7%) from oral colonization, 12 (22.2%) 
from the blood, and 6 (11.1%) from the catheter. The most frequently 
encountered species among the samples isolated from the oral mucosa and 
blood was C. albicans; while C. parapsilosis was the species found most 
frequently among the samples obtained from catheters. All the samples were 
considered susceptible to antifungal agents (fluconazole, voriconazole, 
itraconazole, ketoconazole, amphotericine B and caspofungin). The samples 
from oral colonization, blood and catheters presented activity of at least one 
exoenzyme. Among the 12 cases of sepsis, 10 (83.4%) were caused by species 
of Candida, and of these 10 cases, 6 (60%) were associated with previous oral 
colonization by the same species and genotypic profile. PFGE type V was 
predominant in C. albicans, and neonates colonized by this profile were more 
likely to develop systemic infection (septicemia). In the period of this study, the 
mortality rate due to septicemia by yeasts was 91.6%, and the mortality rate 
due specifically to species of Candida was 83.4%. It should be noted that while 
C. albicans caused septicemia with previous oral colonization, this was not true 
of C. parapsilosis, which caused the most cases of septicemia without previous 
oral colonization, but with catheter samples positive for this yeast.  

 

Key words: Candida sp. Neonates. Molecular profile. Colonization. Fungemia. 



 

 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 - Frequência (%) das espécies de leveduras isoladas do sangue e 

cateter de neonatos internados na UTIN do Hospital Terciário de São Paulo . 53 

Figura 2 - Distribuição dos neonatos internados na UTIN do Hospital Terciário 

de São Paulo com relação a colonização oral e a sepse ................................ 53 

Figura 3 -  Comparativo entre presença de candidemia e  evolução para o óbito. 

Análise estatística realizada segundo o teste exato de Fisher (p<0,05)........... 54 

Figura 4  - Comparativo entre colonização oral e fungemia.  Análise estatística 

realizada segundo o teste exato de Fisher (p<0,05).  Col.: colonização ..........55 

Figura 5  - Distribuição numérica das sepses e evolução para óbito de acordo 

com o peso dos 23 neonatos internados na UTIN do Hospital Terciário de  São 

Paulo ................................................................................................................ 56 

Figura 6  -  Comparativo entre a presença de C. albicans  PFGE tipo V e sepse.  

Análise estatística realizada segundo o teste exato de Fisher (p<0,05). CO V: 

colonização por PFGE tipo V de C. albicans; não V: colonização por demais 

PFGE tipos ...................................................................................................... 59 

Figura 7 -  Comparativo entre a fungemia por C. albicans PFGE tipo V e 

evolução para óbito. Análise estatística realizada segundo o teste exato de 

Fisher (p<0,05). Fung CA V: Fungemia por C. albicans PFGE tipo V. Fungemia 

CAV-: fungemia por demais PFGE tipos ......................................................... 60 

Figura 8 -  Comparativo entre a fungemia por C. parapsilosis PFGE tipo XI e 

evolução para óbito.  Análise estatística realizada segundo o teste exato de 

Fisher (p<0,05). Fung CP IX: fungemia por C. parapsilosis PFGE tipo IX; 

Fungemia CP IX- : outros tipos de PFGE tipo de C. parapsilosis .................... 60 



 

 

 

Figura  - 9 - PFGE tipo I das amostras de Candida albicans isoladas de um 

único neonato – P17. Linha 1: Padrão de peso molecular de Saccharomyes  

cerevisae (Bio Rad); Linhas 2 a 7: correspondem aos perfis genotípicos – 

PFGE tipo I das amostras isoladas da cavidade oral ; Linha 8: corresponde ao 

perfil genotípico da amostra isolada do sangue ............................................... 61 

Figura 10  -  PFGE tipo VIII das amostras de C. parapsilosis isoladas de um 

único neonato P3. Linha 1: Padrão de peso molecular S. cerevisae; Linha 2: 

amostra proveniente da hemocultura; Linha 3: amostra proveniente do cateter;  

Linha 4:amostra proveniente da cavidade oral ................................................ 62  

Figura 11  - PFGE -tipos das amostras de C. parapsilosis isoladas dos 

neonatos. 1.Perfil molecular de S. cerevisae; 2. PFGE tipo VIII da amostra 

isolada do cateter de P3; 3. PFGE tipo VII da amostra isolada da cavidade oral 

de P4; 4. PFGE tipo VIII da amostra isolada de sangue de P3; 5 : PFGE tipo IX 

da amostras isolada de cateter; 6 : PFGE tipo IX da amostras isolada de 

sangue de P15; 7: PFGE tipo IX da amostra isoladas de cateter  de P23;  8: 

PFGE tipo IX da amostra isoladas de sangue de P23 .................................... 63 

Figura 12 - PFGE tipos de C. albicans. P: Padrão de peso molecular de 

Saccharomyces cerevisae; linhas 1, 3, 4, 7: PFGE tipo V dos neonatos P4, 

P5,P7 e  P11; linha 2: PFGE tipo VI do neonato P14; linhas  5 e 6: PFGE tipo 

VI  dos neonatos P22 ...................................................................................... 64 

 

 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

TABELA 1  - Interpretação do comportamento de cepas de Candida sp. 

Segundo normas do CLSI (M27A2 – 2002), frente a concentração dos 

antifúngicos (µL/mL) ........................................................................................ 44 

TABELA 2 -  Identificação das espécies de leveduras isoladas de colonização 

oral, sangue e cateter, PFGE tipos e óbitos dos neonatos internados na UTIN 

de Hospital Terciário de São Paulo ................................................................. 52 

TABELA 3  - Distribuição dos PFGE-tipos dentre as amostras de Candida 

isoladas de neonatos internados na UTIN do Hospital Terciário, São Paulo ... 57 

TABELA 4  - Atividade de proteinase e fosfolipase presente nas amostras 

leveduriformes isoladas dos neonatos hospitalizados na UCIN, Hospital 

Terciário, São Paulo......................................................................................... 65 

TABELA  5 - Sensibilidade antifúngica das espécies de Candida spp isoladas 

dos neonatos internados em UTIN do Hospital Terciário, São Paulo............... 67 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

DP- DESVIO PADRÃO 

FC – FREQUÊNCIA CARDÍACA 

RN - RECÉM-NASCIDO 

PCR – PROTEÍNA C REATIVA 

FR – FREQUÊNCIA RESPIRATÓRIA 

IG – IDADE GESTACIONAL 

FMUSP – FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO 

PAULO 

HC – HOSPITAL DAS CLÍNICAS 

UTIN – UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA NEONATAL 

CO – CAVIDADE ORAL 

SG – SANGUE 

CAT – CATETER 

g – GRAMAS 

CCIH – CENTRO DE CONTROLE DE INFECÇÃO HOSPITALAR 

RR– RISCO RELATIVO



 

 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

 

g                                 - gramas 

%                                - porcentagem 

>                                 - maior que        

<                                 - menor que       

MG/L                           - miligrama por litro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 23 

2 OBJETIVOS .................................................................................................. 35 

3 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................ 38 

3.1  Local de estudo ....................................................................................... 39 

3.2 Pacientes ................................................................................................... 39 

3.2.1 Critérios de inclusão ............................................................................. 39 

3.2.2 Critérios de exclusão ............................................................................ 40 

3.2.3  Definições ............................................................................................. 40 

3.2.3.1 Definição de Síndrome da Resposta Inflamató ria sistêmica .......... 40 

3.2.3.2 Definição de Sepse Fúngica .............................................................. 40 

3.3  Coletas e Semeaduras ............................................................................ 40 

3.4  Processamento e Identificação das amostras ...................................... 41 

3.5  Fatores relacionados à virulência das levedura s ................................. 42 

3.5.1 Pesquisa de proteinase ........................................................................ 42 

3.5.2 Pesquisa de fosfolipase ........................................................................ 42 

3.6 Teste de sensibilidade aos antifúngicos ................................................ 42 

3.6.1 Processamento do teste ....................................................................... 43 

3.6.2 Interpretação dos resultados ............................................................... 43 

3.7  Técnicas para diferenciação de C. albicans e C. dubliniensis ............ 44 

3.7.1 Testes fenotípicos ................................................................................. 44 

3.7.2 Testes genotípicos ................................................................................ 45 

3.7.2.1 Extração do DNA das amostras de leveduras para dife renciação 

molecular entre C. albicans e C. dubliniensis ............................................. 45 

3.7.2.2 Visualização do DNA extraído ........................................................... 46 

3.7.2.3 Reação de PCR ................................................................................... 46 

3.8  Perfis genéticos das amostras de leveduras ........................................ 47 

3.8.1 Cariotipagem- Eletroforese em campo pulsátil (PFGE) ..................... 47 

3.9  Análise estatística ................................................................................... 48 

4 RESULTADOS .............................................................................................. 50 

4.1  Colonização oral ...................................................................................... 50 

4.2  Sangue ..................................................................................................... 50 



 

 

 

4.3  Cateter ...................................................................................................... 51 

4.4  Associação entre colonização oral e sepse .......................................... 51 

4.5  Associação entre o cateter colonizado  e sepse .................................. 51 

4.6 Óbitos dos neonatos ................................................................................ 54 

4.7  Associação entre colonização oral, sepse e óbi to ............................... 54 

4.8 Frequência das espécies de leveduras associadas  à sepse e que 

evoluíram para óbito ...................................................................................... 55 

4.9 Peso de nascimento do neonato, sepse e óbito .................................... 55 

4.10 Diferenciação entre C. albicans  e C. dubliniensis ............................... 56 

4.11 Cariotipagem (eletroforese em campo pulsátil -  PFGE) das amostras 

de Candida ...................................................................................................... 57 

4.11.1 PFGE tipos ........................................................................................... 57 

4.11.2 Colonização oral .................................................................................. 58 

4.11.3 Sepse .................................................................................................... 58 

4.11.4 Cateter .................................................................................................. 58 

4.11.5 Associações moleculares ................................................................... 58 

4.12  Verificação da atividade enzimática – protein ase e fosfolipase . ...... 64 

4.13 Sensibilidade às drogas antifúngicas -Técnica  do E-test .................. 66 

5 DISCUSSÃO ................................................................................................. 68 

5.1  Infecção hospitalar por leveduras em neonatos .................................. 69 

5.2  Septicemia, colonização oral, uso de cateteres  e associações .......... 70 

5.3   Mortalidade, espécies de leveduras e peso dos  neonatos ................. 75 

5.4  Caracterização molecular das leveduras .............................................. 76 

5.4.1 Diferenciação de C.albicans  e C. dubliniensis ................................... 77 

5.4.2  Marcador Molecular – Técnica de PFGE ............................................ 77 

5.4.2.1 Candida parapsilosis ......................................................................... 77 

5.4.2.2 Candida  albicans ............................................................................... 78 

5.4.3 Produção de exoenzimas (proteinase e fosffoli pase)  relacionadas à 

virulência ......................................................................................................... 80 

5.5 Sensibilidade aos antifúngicos ............................................................... 83 

6 CONCLUSÕES ............................................................................................. 87 

REFERÊNCIAS................................................................................................ 91 



 

 

 

1 INTRODUÇÃO



Introdução                                                                                                          23 

 

BATISTA, Georgea Carla Matuura de [2009]  

 

Infecções nosocomiais são importantes causas de morbidade e 

mortalidade em pacientes hospitalizados (ALMIRANTE e RODRIGUES, 2007; 

CURTIS et al., 2008, CELEBI et al., 2008). Infecções fúngicas sistêmicas vêm 

aumentando progressivamente nas últimas décadas (GUDLAUSSON et al., 

2003) e tem sido salientadas pelas instituições de saúde, universidades e 

hospitais de vários países (SANDVEN et al., 2000). Dentre os fungos, Candida 

spp têm sido relatada como agente comum em infecções hospitalares com o 

aumento de sua frequência, morbidade e mortalidade (PAULA et al., 1999; 

AGARWAL et al., 2004; BIZARRO et al., 2005;CHANG et al., 2008) .  

Infecções fúngicas em adultos imunocomprometidos tem sido 

frequentemente relatadas, porém, é de extrema importância ressaltar pacientes 

neonatais, em unidade de terapia intensiva (UTIN), os quais representam 

quase 50% das infecções fúngicas (STOLL et al., 2000; KAUFMAN et al., 2006; 

GANESAN et al., 2008).  

Na maioria das UTINs, as infecções por leveduras ocupam o terceiro 

lugar dentre as causadoras de infecção nosocomial (STOLL et al., 2000; 

LACAZ et al., 2002; CAREY et al., 2008; CURTIS et al., 2008). 

A infecção nosocomial por Candida tem apresentado uma incidência 

entre 1.6 a 16% (SAIMAN et al., 2000; KAUFMAN et al., 2001; STOLL et al., 

2002; ROILIDES et al., 2003; CHAPMAN et al., 2007) acompanhada de uma 

mortalidade em média entre 25 a 60% nos neonatos. (KOSSOFF et al., 1998; 

CHAPMAN et al., 2003; AGARWAL et al., 2004; CHAPMAN et al., 2007). A 

incidência de candidíase sistêmica, nos pacientes internados nas UTINs tem 

aumentado principalmente em crianças com muito baixo peso (peso de 

nascimento menor que 1500 gramas) com variação de 2.2%-12.9% 

(BIZZARRO et al., 2005; ALMIRANTE e RODRIGUES, 2008) e particularmente 

5.5% a 16.5% entre as crianças de muitíssimo baixo peso (<1000g). (LACAZ et 

al., 2002; CAREY et al., 2008; CURTIS et al., 2008). 

Kossoff et al. (1998) relatou que candidemia em UTIN aumentou de 2,5 

% dentre um período de 5 anos – 1981 a 1985,  para 4,6% num período de 4 

anos – 1986 a 1990 e  28,5%  de 1991 a 1995. 

Chapman et al. (2007) relatou mortalidade de aproximadamente 30% 

devido a infecções da corrente sanguínea por Candida em neonatos. 
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Em um estudo prospectivo em UTIN de Taiwan foi verificado que dentre 

60 pacientes com infecção nosocomial, 10,5% foram por Candida 

acompanhada de alta mortalidade - 80% (Su et al., 2007). 

No Brasil, Ruiz et al. (2005) estudaram 75 amostras de fungemia, sendo 

que 32% foram isoladas em UTIN pertencente ao hospital da Faculdade de 

Medicina de Botucatu, São Paulo, entre os períodos de 1998 a 2001. 

Em estudo realizado por Chang et al. (2008) em hospital terciário de 

Mato Grosso do Sul, entre os períodos de  1998 a 2006, os autores  verificaram 

que 20,8% dos pacientes entre 0 a 30 dias apresentaram candidemia.  

Um dos motivos do aumento das infecções fúngicas  é a constante 

busca pela melhoria do tratamento dos pacientes imunocomprometidos, cuja 

proposta tem se estabelecido como padrão nos setores de internação dos 

hospitais no mundo inteiro (SMOLINSKI et al., 2005; CELEBI et al., 2008; SU et 

al., 2007; ORSI et al., 2008; VENDENTUOLLI et al., 2008). Os avanços 

tecnológicos permitiram a sobrevida dos recém-nascidos de idade gestacional 

e peso de nascimento cada vez menores. No entanto, neonatos, especialmente 

os de muito baixo peso (PN < 1500 g, RNMBP), admitidos em UTIN são, 

geralmente, expostos ao uso de cateter venoso central (CVC), ventilação 

mecânica, jejum prolongado, uso de antimicrobianos de amplo espectro e de 

corticóides.  Concomitantemente, estes itens auxiliam no aumento dos fatores 

de risco para o desenvolvimento de candidemia, especialmente neste grupo de 

pacientes, o qual ainda apresenta sistema imune imaturo (KREMÉRY et al., 

2002; BENJAMIN et al., 2006; LABELLE et al., 2008; CELEBI et al., 2008).  

Embora C. albicans seja o patógeno mais isolado, nestes casos a 

incidência da infecção de corrente sanguínea por outras espécies tais como, C. 

tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata e C. lusitaniae tem sido 

registrada nos últimos anos (GAGGIANO, 2007; SHIN et al., 2007; WANG et 

al., 2007; CELEBI et al., 2008). C. parapsilosis tem sido cada vez mais isolada 

de sangue de pacientes hospitalizados (LEVIN et al., 1998; RUIZ et al., 2005; 

ASBECK et al., 2007; CARTER et al., 2008).  A importância de C. tropicalis é 

ressaltada, sendo relatada como agente infeccioso com alta mortalidade e 

associada com infecção sanguínea. Tem sido também descrita em casos de 

surtos de candidúria (WINGARD et al., 1995; JANG et al., 2005; SILVA et al., 
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2007).  A espécie C. krusei é considerada emergente e tem sido isolada 

geralmente de pacientes com câncer (WESTBROOK et al., 2007;  HASHEM et 

al., 2008).  C. glabrata se apresenta em terceiro lugar como causa de infecção 

hospitalar em uma série de estudos. Ressalta-se a sua ainda a sua resistência 

ao fluconazol e a outros azóis, fato que contribui com o aumento da infecção 

onde estas drogas são utilizadas, em muitos casos, como profilaxia (PFALLER 

et al., 1996; SANGUINETTI et al., 2005; HASHEM et al., 2008).  Epidemia por 

C. guillermondi em pacientes cirúrgicos, após nutrição parenteral e uso de 

cateter também tem sido descrita (MATSUMOTO et al., 2001; MASALA et al., 

2004).  C. dubliniensis está associada com candidíase da mucosa oral em 

pacientes infectados pelo HIV (SULLIVAN e COLEMAN, 1997). Esta espécie 

apresenta características morfológicas e bioquímicas semelhantes a C. 

albicans, sendo necessária a utilização de métodos moleculares para 

diferenciá-las (PARK, 2000; MILAN et al., 2001; CHAVASCO et al., 2006). 

Segundo Mariano et al. (2003), na América do Sul, a prevalência de isolados 

de C. dubliniensis parece ser menor do que aquela demonstrada por países da 

América do Norte. Alguns testes fenotípicos são aplicados para a diferenciação 

das duas espécies, como o uso de “CHROMagar”  Candida e capacidade de 

crescimento a 42 ºC (SULLIVAN e COLEMAN, 1998), gerando resultados 

satisfatórios. Em um estudo anterior realizado em nosso laboratório, 

Matsumoto et al. (2006) realizaram tanto as técnicas fenotípicas e genotípicas 

e todas as cepas isoladas foram confirmadas serem C. albicans. Casos de 

doença superficial e invasiva por espécies emergentes, tais como C. famata, C. 

rugosa tem sido registradas (HAZEN, 1995; CAGGIANO et al., 2007). 

A mudança na etiologia das espécies de leveduras, para alguns autores, 

está associada ao uso profilático do fluconazol, entretanto, as razões da 

diversidade e variabilidade das diferentes espécies tem sido descrita em 

diversos estudos, porém gerando controvérsias entre os autores (KREMERY et 

al., 2002; DIMOPOULOS et al., 2008). A resistência das espécies não albicans 

aos antifúngicos, representa uma mudança nas estratégias profiláticas e 

terapêuticas, uma vez que algumas delas apresentam resistência aos 

antifúngicos (GUDLAUSSON et al., 2003; TORTORANO et al., 2004; 

DIMOPOULOS et al., 2008).  
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As espécies, tais como C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei também são 

encontradas nas UTINs (ROILIDES et al., 2003; MANZONI et al., 2007; 

VENDETUOLLI et al., 2008) correspondendo a quase 10% das infecções 

fúngicas.  C. parapsilosis tem se destacado como causadora de candidíase 

sistêmica neonatal (VENDETUOLLI et al., 2007; GANESAN et al., 2008).  

Alguns trabalhos têm descrito C. parapsilosis em UTINs ocupando o segundo 

lugar após C. albicans (SAIMAN et al., 2001; STOLL et al., 2002; FRIDKIN et 

al., 2006;. Entretanto, em outros estudos, a prevalência tem mudado de C. 

albicans para C. parapsilosis (HUANG et al., 1999; STOLL et al., 2002; 

BORDERON et al., 2003;RUIZ et al., 2005; ASBECK et al., 2007).  

No Brasil, Matsumoto et al. (2001) em estudo realizado no hospital 

público infantil em São Paulo verificaram que de 80 amostras provenientes de 

sangue e cateter, as espécies prevalentes foram C. parapsilosis (35%) seguida 

de C. albicans (20%).  Pasqualoto et al. (2006) realizaram estudo retrospectivo  

durante o período de  9 anos, 1995 a 2003, em hospital terciário de Porto 

Alegre e verificaram que 191 pacientes tiveram candidemia, prevalecendo a 

espécie C. parapsilosis. 

Saiman et al. (2001) estudaram os fatores de risco para a colonização 

por Candida em seis UTINs. Foi realizado estudo retrospectivo de 15 anos de 

candidemia em UTIN nos Estados Unidos.  Em relação às espécies de 

leveduras, Candida albicans predominou no primeiro período, ou seja, de 81 a 

90; Candida parapsilosis predominou no período seguinte (91 a 95), sendo 

responsável por 60% dos casos.  

Embora a candidemia em si seja um elemento de alto risco de evolução 

para óbito, o baixo peso e a colonização têm sido descritos, na literatura, como 

fatores que muito influenciam ao desenvolvimento da infecção sistêmica, 

favorecendo à alta taxa de mortalidade em neonatos.  Desta maneira, a 

candidemia representa somente uma fração da candidíase, uma vez que se 

deve verificar os vários outros fatores que envolvem a patofisiologia da doença, 

bem como os elementos envolvidos no tratamento dos neonatos. A diversidade 

de fatores como prováveis causadores da candidíase dificulta os estudos 

epidemiológicos no que diz respeito a elucidação dos modos de transmissão  e 

colonização por estas leveduras, bem como  o potencial de risco para os 
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neonatos de baixo peso (PAPPU-KATIKANEMI et al., 1990; SHATTUCK et al., 

1996; CERIKCIOGLU et al., 2004; FRANÇA et al., 2008). 

O sistema imunológico do neonato, especialmente os de tempo 

gestacional menor que 32 semanas, apresenta-se imaturo contribuindo para a 

entrada, através da pele e mucosas, de microrganismos do ambiente hospitalar 

que são potencialmente invasivos. Em neonatos a colonização da mucosa oral 

pode ser detectada no segundo ou terceiro dia de internação. O 

estabelecimento de leveduras do gênero Candida, como parte da microbiota do 

recém-nascido, pode ser observado já nas primeiras 24 horas após o 

nascimento, principalmente na cavidade oral, seguida do trato gastrointestinal 

(MANZONI et al., 2007a ; MANZONI et al., 2007b; CATE et al., 2009).  

Manzoni et al. (2007) relataram que, neonatos internados costumam 

apresentar maior frequência a desordem intestinal uma vez que, são mais 

susceptíveis a colonização por microrganismos patogênicos. A colonização oral 

dos neonatos internados nas UTINs não apresentam uma microbiota 

constante, uma vez que estão sempre sendo manipulados (MANZONI et al., 

2007a). Sabemos que o intestino dos neonatos prematuros apresenta 

motilidade diminuída, facilitando a superpopulação microbiana, translocação 

fúngica ea disseminação dos mesmos (MANZONI et al., 2007a).  O uso de 

antibióticos de amplo espectro provoca modificações na microbiota normal, 

levando ao aumento da densidade de microrganismos potencialmente 

patogênicos (COTTON et al., 2006; CHAPMAN, 2007; LABELLE et al., 2008).  

A colonização por Candida tem sido destacada por diversos autores 

como sendo o principal fator de risco para o desenvolvimento da infecção 

fúngica sistêmica (CANNON e CHAFFIN, 1999, SILVA et al.,  2007; MANZONI 

et al., 2007a; GANESAN et al., 2008; SINGHI et al., 2008; MANZONI et al., 

2006;).  

Aproximadamente, três quartos dos neonatos admitidos na UTIN têm 

seu trato gastrointestinal colonizado e mucosa oral no seu primeiro mês de vida 

e várias pesquisas têm associado colonização fúngica à infecção (MANZONI et 

al., 2007a ; MANZONI et al., 2007b; GANESAN et al., 2008; SINGHI et al., 

2008; CATE et al., 2009).    Baley et al. (1986)  verificaram que um terço dos 

neonatos de baixo peso desenvolveram candidíase mucocutânea e 8% destes 
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evoluíram para doença invasiva.  Pappu-Katikanemi et al. (1990) 

demonstraram que metade dos neonatos de baixo peso que estavam 

colonizados com mais de 8 x 106 UFC no trato gastrointestinal, apresentaram 

sangue em suas fezes e que 29% destes pacientes desenvolveram 

candidemia.  Shattuck et al. (1996), demonstraram que a colonização da pele 

por Candida estava associada com a fungemia. Cerikcioglu et al. (2004) 

demonstraram que 6,2% das amostras de leveduras que colonizavam o reto e 

a cavidade oral foram molecularmente idênticas as que ocasionaram 

candidemia. Saiman et al. (2000) estudaram culturas de “swab” retal e 

verificaram uma prevalência da colonização por Candida de 23% e que esta 

colonização prévia foi o  fator de risco para a candidemia.  

  Alguns estudos ressaltam a possibilidade de infecção fúngica por 

transmissão vertical materna ou através da transmissão horizontal, como por 

exemplo, a partir das mãos do grupo hospitalar (KHAN et al., 2003; 

CHOWDHARY et al., 2003; BONASSOLI et al., 2004). 

As leveduras do gênero Candida que colonizam a mucosa oral dos 

neonatos podem ser adquiridas através da transmissão vertical, ou seja, 

através do canal vaginal da mãe durante o parto (BLASSCKE-HELLMESSEN, 

1998). A presença de colonização com grande número de colônias  na mucosa 

vaginal ou casos de vaginite tem sido relatada como um fator de risco para a 

transmissão e provável aumento da colonização, entre elas a oral em neonatos 

e consequentemente, levando em consideração as características especiais do 

neonato, ao desenvolvimento da infecção (CARAMALAC et al., 2007; BLISS et 

al., 2008). A freqüência elevada de leveduras na cavidade vaginal das 

mulheres grávidas e posterior presença de leveduras na cavidade oral dos 

neonatos têm levado vários autores a associarem candidíase vaginal da mãe e 

candidíase neonatal (KAYA, 1990; CARAMALAC et al., 2007). Cerca de 30% 

de todos os recém-nascidos adquirem C. albicans durante o parto (BLASCHE-

HELLMESSEN et al.,1998). Perfuração intestinal espontânea em neonatos de 

muito baixo peso (menor que 1000g) tem sido relacionada com a placenta 

inflamada, porém esta pode conter leveduras, o que facilita a infecção 

sistêmica (RAGOUILLIAUX et al., 2007).  Caramalac et al. (2007) mostrou que 

6% de concordância entre a colonização de leveduras na cavidade oral dos 
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neonatos e colonização vaginal das respectivas mães e, portanto, não sendo a 

principal rota das leveduras. Porém, neste estudo, a colonização oral foi 

encontrada em 25% dos neonatos. 

Apesar da microbiota vaginal da mãe, e da transferência das leveduras 

através do canal de parto para o recém-nascido serem fatores relevantes 

quanto a colonização, outros fatores tais como o uso de cateteres, sondas 

também são importantes fontes de colonização por levedura, bem como o 

modo de transmissão que pode envolver  o “staff” médico, a presença da 

própria mãe e demais fômites. 

Autores tem descrito a transmissão horizontal em neonatos colonizados 

por Candida e posteriormente desenvolvimento à infecção fúngica (ASBECK et 

al., 2007). 

A formação de biofilmes por Candida parapsilosis tem sido descrita 

(CARTER et al., 2008). Outros autores mostraram que espécies de C. 

parapsilosis encontradas no biofilme apresentam alta resistência aos 

antifúngicos administrados (TUMBARELLO et al., 2007; CARTER et al., 2008). 

Além disso, o biofilme constitui um fator de proteção do fungo, aumentando o 

risco de infecção sistêmica no neonato (RAMAGE et al., 2005). As infecções 

relacionadas ao cateter são, portanto, difíceis de serem tratadas (BROOKER e 

KEENAN, 2007; CAREY et al., 2008) e exigem a remoção do mesmo, fato que 

nem sempre é possível, devido à necessidade de nutrição parenteral e 

medicamentos. Entretanto, para o microrganismo ser capaz de formar biofilme, 

é necessário a colonização inicial no cateter, muitas vezes decorrente da 

manipulação do mesmo. Trabalhos têm documentado a transmissão direta de 

Candida parapsilosis a partir de fonte exógena, muitas vezes veiculada pelas 

mãos do “saff médico”, contribuindo para o aumento da incidência de infecções 

desta espécie e associação ao cateter (BONASSOLI, 2005; CARTER et al., 

2008). 

Estudos utilizando técnicas de biotipagem têm demonstrado que 

pacientes com doença sistêmica foram infectados com o mesmo tipo de 

levedura que colonizavam a cavidade oral dos pacientes (WESTBROOK et al., 

2007).  
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Waggoner-Fountain et al. (1996) utilizando cariotipagem eletroforética e 

análise genômica com uso de enzima de restrição, demonstraram que de 

quatro, três neonatos foram colonizados por C. albicans com perfis similares às 

amostras isoladas das respectivas mães.  Interessante é que C. parapsilosis foi 

encontrada em neonatos (colonização retal) sem associação com suas mães, 

sugerindo uma transmissão horizontal (WAGGONER-FOUNTAIN et al., 1996).  

Atualmente, estudos têm sido realizados a respeito das possíveis fontes 

de transmissão para os neonatos, associando a levedura com o uso de cateter, 

sondas, mãos contaminadas, porém poucos associam a colonização do 

neonato e as infecções fúngicas utilizando marcadores moleculares (BLISS, 

2008). Os surtos de infecção por Candida spp são freqüentes nas UTINs e 

muitos estão relacionados com a transmissão cruzada (VASQUEZ et al., 1993; 

SHIN et al., 2000; BONASSOLI et al., 2005; CAREY et al., 2008). 

A análise do DNA genômico permite estabelecer as variações genéticas 

entre as cepas, sendo estes métodos muito importantes em investigações 

epidemiológicas, esclarecendo surtos hospitalares bem como, em alguns casos 

têm auxiliado na elucidação dos mecanismos de adaptação das leveduras 

(ROILIDES et al., 2004; SHIN et al., 2004).  Shin et al. (2004) conduziram 

estudo utilizando técnica de “Southern blot” com uso de um fragmento de 0.98-

kb da sonda  Ca3 e  a técnica de eletroforese em campo pulsátil (PFGE) para 

examinar os isolados seriados de  C. albicans de 15 pacientes utilizando 

cateter venoso em associação a  candidemia, durante o período de 3 anos. Por 

meio destas técnicas, comprovou-se esta associação, além de observarem que 

algumas amostras de C. albicans sofreram microevolução durante a 

colonização do cateter, fato que não aconteceu com as amostras isoladas de 

sangue, urina ou líquor.   

A técnica de PFGE é realizada em gel de agarose que permite a 

separação de moléculas grandes de DNA, incluindo os cromossomos.  Os 

cromossomos de diferentes isolados variam no tamanho, e cada amostra é 

caracterizada por um perfil particular ou cariótipo. Devido ao seu excelente 

poder discriminatório e reprodutibilidade, o PFGE é um dos métodos mais 

comumente utilizados em análises epidemiológicas para Candida albicans, C. 
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glabrata, C. tropicalis, dentre outras espécies (VRIONI et al., 2001; SHIN et al., 

2005; SHIN et al., 2007; WANG et al., 2007).  

Além disso, Candida spp tem sido avaliada quanto à susceptibilidade 

aos agentes antifúngicos, porém estes estudos foram melhores descritos em 

pacientes adultos imunocomprometidos(TAKAKURA et al., 2007). 

A anfotericina B convencional tem sido utilizada como droga de escolha 

para infecções por Candida spp em neonatos, mas causa efeitos colaterais 

severos, como nefrotoxicidade (BALEY et al., 1984;BLISS et al., 2003). A 

anfotericina B lipossomal mostrou-se efetiva e segura no tratamento de  

neonatos(KREBS et al., 1999; BLISS et al., 2003). 

O uso terapêutico e profilático de agentes tais como anfotericina B e os 

azóis, menos tóxicos, que são freqüentemente administrados por períodos 

prolongados, tem dado origem a casos alarmantes de resistência aos 

antifúngicos (DIAZ-GUERRA et al., 1998; PFALLER et al., 1998; PFALLER et 

al., 2006; PFALLER et al., 2007). Porém, sabe-se que algumas espécies de 

Candida como C. krusei e C. glabrata apresentam susceptibilidade reduzida 

aos triazólicos e, desta maneira, os pacientes devem ser tratados com outros 

antifúngicos (PFALLER et al., 2007; PFALLER et al., 2008). Efeitos colaterais 

menos sérios do que os causados pela anfotericina B e a sua fácil 

administração tem tornado os azólicos, fármacos bastante utilizados.  O 

aumento da ocorrência de espécies de Candida spp potencialmente resistentes 

às drogas azólicas de primeira e segunda gerações, levou ao desenvolvimento 

de novas drogas antifúngicas, como o voriconazol, que apresenta um amplo 

espectro de ação e vem mostrando resultados promissores contra espécies de 

Candida resistentes a outros azóis, como o fluconazol (DRAGO et al., 2004; 

PFALLER et al., 2007).  Kullberg et al. (2005) verificaram que o vor iconazol é 

tão eficaz quanto o esquema da anfotericina seguida de fluconazol para 

tratamento de pacientes não neutropenicos. O voriconazol é considerada um 

fármaco seguro para os neonatos (KOHLI et al., 2008). 

A caspofungina pertence a uma nova classe de compostos antifúngicos 

que inibe a síntese da β-1,3-D-glucana, o maior componente da parede celular 

da levedura. É a primeira equinocandina a ser lincenciada e seu espectro está 

limitado às espécies de Candida e Aspergillus (MORA-DUARTE et al., 2001; 



Introdução                                                                                                          32 

 

BATISTA, Georgea Carla Matuura de [2009]  

 

STONE et al., 2002; WALSH et al., 2002). Estudos tem sido relatados sobre a 

ação da caspofungina em neonatos (VASQUEZ et al., 1997; WALSH et al., 

2002; LEHNRBECKER e GROLL, 2008). 

A micafungina é outra equinocandina que demonstra ser uma droga 

fungicida de amplo espectro contra espécies de Candida, incluindo aquelas 

resistentes aos azóis, tanto in “vitro” como in “vivo”. (TAWARA, 2000; MIKAMO 

et al., 2000; IKEDA et al., 2000). Estudo realizado por Heresi et al., 2006 

mostrou que na dose de 3,0mg/kg é tolerável em prematuros com peso > 1000 

gramas. 

 No Brasil, os principais grupos de antifúngicos utilizados contra Candida 

spp são os poliênicos, anfotericina B e nistatina, e os azólicos como 

cetoconazol e miconazol (imidazólicos) ou itraconazol, fluconazol e voriconazol 

(triazólicos) (KREBS et al., 1999; RUIZ et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2006; 

FRANÇA et al., 2008).   

A escolha terapêutica inicial depende do estado clínico do paciente, da 

presença de insuficiência renal, do conhecimento da espécie de Candida e, 

especialmente, quanto a sensibilidade da levedura às drogas antifúngicas. 

O documento M27-A (“Clinical and Laboratory Standards Institute” - 

CLSI, 1997)  apresenta testes de susceptibilidade antifúngica para leveduras 

constituindo de técnicas padronizadas, reprodutíveis e confiáveis com a 

finalidade de auxiliar no acompanhamento terapêutico do paciente. São 

descritos métodos de macro e microdiluição em caldo para testes com 

espécies de Candida e Criptococcus neoformans, definindo a CIM 

(concentração inibitória mínima) dos antifúngicos 5-fluorcitosina, fluconazol e 

itraconazol. Mais tarde, em 2002, foi descrito o documento M27-A2 

recomendando a utilização de microplacas no método da microdiluição. O 

suplemento M27-S3 de 2008 complementa as informações da terceira edição 

M27-A3. O documento E. dis. 7.1. (“European committee antimicrobiol 

susceptibility testing” – EUCAST, 2002) também descreve técnicas de 

padronização da microdiluição em caldo. Ambas as técnicas são equivalentes 

embora apresentam diferenças quanto ao método e  interpretação dos 

“breakpoints” (CHRYSSANTHOU e CUENCA-ESTRELLA, 2006; CLAUDINO et 

al., 2008). 
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Estudos comparativos têm sido publicados e discutidos quanto ao 

melhor inóculo, tempo de incubação e meio de cultura (.REVANKAR et al., 

1998; MARR et al., 1999; CHRYSSANTHOU e CUENCA-ESTRELLA,2006). 

O “kit” comercial Etest tem sido descrito como um bom método para uso 

em rotina laboratorial, sendo rápido e de fácil execução. O fundamento da 

técnica é baseado na difusão de concentrações graduadas do antifúngico, 

impregnadas numa única fita, em meio sólido, fornecendo a CIM da droga 

sobre a levedura avaliada. Estudos têm relatado a boa correlação do Etest com 

os métodos preconizados como o do CLSI considerados de referência no que 

diz respeito ao fluconazol e anfotericina B para espécies de Candida. 

(PFALLER et al., 1996; SILVA et al., 2002; DIAS et al., 2006; MATSUMOTO et 

al., 2007; CLAUDINO et al., 2008) 

Estudos sobre a atividade das proteinases e fosfolipases tem sido 

relatados com objetivo de compreender os mecanismos de virulência de 

Candida.  O destaque da espécie como patógeno está relacionado a vários 

fatores incluindo a secreção destas enzimas (SATIB et al., 2002). Esta 

atividade pode ser monitorada “in vitro” (RUCHEL et al., 1982; PRICE et al., 

1982). Segundo Oksuz et al. (2007), as atividades enzimáticas foram mais 

baixas em amostras colonizantes do que em amostras isoladas de infecção. 

Cerikrioglu et al. (2004), sugerem que a atividade enzimática, durante a 

colonização, por longo tempo, pode contribuir para o desenvolvimento de 

candidemia em neonato pré termo.  

Um dos maiores problemas que o clínico enfrenta no estudo da 

candidíase neonatal é a inespecificidade dos sinais e sintomas para 

diagnosticar esta infecção fúngica. O diagnóstico de candidíase neonatal é 

dado após a positividade da hemocultura (FRANÇA et al., 2008), mas muitos 

autores relatam que a cultura de sangue para fungos, apesar de mostrar 

especificidade de 100%, possui baixa sensibilidade.  Portanto, o diagnóstico 

presuntivo é realizado para iniciar um tratamento empírico.  A união dos fatores 

de risco, tais como, idade gestacional, peso de nascimento, colonização, uso 

de cateteres bem como as características da levedura aumentam o risco para a 

infecção fúngica (ROWEN et al., 2001; BENJAMIN et al., 2003; MENDIRATTA 

et al., 2006; FARMAKI et al., 2007; CAREY et al., 2008).  
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Esses fatores em conjunto com o perfil de sensibilidade aos antifúngicos, 

presença de atividade enzimática produzida pela levedura, e o estudo dos 

perfis moleculares contribuem para o aprimoramento de medidas estratégicas 

para um melhor tratamento dos pacientes como também de medidas 

preventivas para  diminuição do fungo no meio ambiente das UTINs. 

Após a revisão da literatura e todos os aspectos assinalados, 

verificamos a importância da colonização por leveduras em neonatos de alto 

risco, ressaltando-se a colonização oral e sua implicação com quadros de 

fungemia, ainda com poucas pesquisas, especialmente no Brasil. 



 

 

 

2 OBJETIVOS



Objetivos                                                                                                            36 

 

BATISTA, Georgea Carla Matuura de [2009]  

 

Considerando que os trabalhos relacionados com candidemia, desde a 

sua transmissão, colonização do hospedeiro pelas leveduras, sensibilidade aos 

antifúngicos e marcadores moleculares, têm sido voltados para pacientes 

adultos e poucos são os trabalhos envolvendo neonatos, especialmente os de 

alto risco. A gravidade das infecções fúngicas em neonatos; as questões 

relativas aos agentes etiológicos, tais como a associação entre as amostras 

isoladas, patogenicidade destas leveduras, sensibilidade aos antifúngicos e a 

sua variabilidade genética, precisam ser melhor elucidadas; a colonização 

inicial é principalmente a cavidade oral, seguida do trato intestinal e que pode 

ocorrer modificações da etiologia destas infecções.  

Os objetivos deste estudo prospectivo foram: 

1. Isolar e identificar, por métodos tradicionais, as leveduras colonizantes 

da mucosa oral, e as leveduras provenientes de sangue e cateter de neonatos 

de alto risco internados na UTIN (Unidade de Terapia Intensiva Neonatal) do 

Berçário Anexo à Maternidade do HC-FMUSP (Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

2. Verificar a freqüência das espécies de leveduras isoladas da cavidade 

oral, sangue, cateter durante o período de estudo (nove meses).  

3. Estudar as leveduras isoladas quanto a sua produção enzimática - 

proteinase e fosfolipase (fatores relacionados a virulência). 

4. Estudar as leveduras quanto a sensibilidade aos antifúngicos: 

anfotericina B, fluconazol, voriconazol, cetoconazol, itraconazol e caspofungina 

por meio da técnica de difusão em ágar (E - test). 

5. Estabelecer os PFGE-tipos das amostras de leveduras isoladas dos 

neonatos. 

6. Correlacionar os achados laboratoriais para as amostras de leveduras 

consideradas colonizadoras da cavidade oral com os resultados obtidos para 

as  amostras de levedura isoladas de sangue e cateter e provenientes dos 

neonatos com infecção sistêmica. 
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7. Determinar as possíveis associações (colonização oral/sangue; 

cateter/sangue; colonização oral/sangue/cateter) por meio do estudo dos perfis 

genotípicos utilizando-se da técnica de PFGE. 



 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS
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3.1  Local de estudo  

UTIN do Hospital Terciário de São Paulo: O Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP) é uma autarquia estadual 

vinculada à Secretaria de Estado da Saúde para fins de coordenação 

administrativa e associada à Faculdade de Medicina da USP para fins de 

ensino, pesquisa e prestação de ações e serviços de saúde de alta 

complexidade (nível terciário). 

O Berçário Anexo à Maternidade do HC-FMUSP constitui centro de 

referência terciário para atendimento de recém-nascidos gravemente enfermos 

e para treinamento de profissionais de saúde especializados. Recebe em 

média 180 recém-nascidos por mês. Contém 63 leitos, sendo 40 destinados à 

assistência neonatal de nível terciário. A coleta de dados para a pesquisa foi 

realizada nos pacientes admitidos na UTI neonatal.  

 

3.2. Pacientes 

Para todos os recém-nascidos com fatores de risco para infecção 

perinatal e / ou suspeita clínica de infecção adquirida são colhidos hemograma, 

hemocultura e dosagem de proteína C reativa, no momento da suspeita de 

infecção, conforme a rotina do serviço. 

Os pacientes de maior gravidade e/ou com peso de nascimento inferior a 

1500g são admitidos nos setores de UTI (26 leitos). Nestes locais foi realizada 

a coleta de dados para o trabalho prospectivo. Foram estudados 125 neonatos 

internados no Berçário Anexo à Maternidade do HC-FMUSP.  

A coleta de dados foi realizada no período de nove meses (julho de 2006 

a março de 2007).  

 

3.2.1 Critérios de inclusão 

• recém-nascido pré-termo (idade gestacional inferior a 37 semanas de 

gestação); 

• recém-nascido com fatores de risco para infecção perinatal (mãe com 

febre intraparto, fisometria);  

• recém-nascido com malformação do sistema digestivo. 
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3.2.2 Critérios de exclusão 

• recém-nascido sem indicação de internação em UTI neonatal. 

 

3.2.3  Definições 

Define-se sepse como a presença de Síndrome da Resposta 

Inflamatória Sistêmica (SRIS) associada à infecção presumida ou comprovada. 

(Haque, 2005). 

 

 3.2.3.1 Definição de Síndrome da Resposta Inflamatória Sist êmica   

Define-se Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica como a presença 

de instabilidade térmica (febre ou hipotermia) ou alteração na contagem de 

leucócitos (leucocitose, leucopenia ou > 10% neutrófilos imaturos) e pelo 

menos um dos seguintes critérios: 

• Taquicardia (FC média > 2 DP acima do normal para a idade na 

ausência de estímulo externo, medicações crônicas, ou estímulo 

doloroso, ou elevação persistente e inexplicada da FC com     duração 

de 0,5 a 4 horas).  

• Bradicardia (diminuição da FC, persistente, não explicada, por um 

período superior a 0,5 h).  

• Taquipnéia (FR média > 2 DP acima do normal ou ventilação pulmonar 

mecânica para um processo agudo não relacionado a doença 

neuromuscular de base, nem uso de anestesia. 

 

3.2.3.2 Definição de Sepse Fúngica 

Define-se sepse fúngica como a presença de sinais e sintomas de 

infecção com isolamento de fungo em hemocultura ou em urocultura colhida 

por punção supra-púbica ou como a presença de laudo de necrópsia 

mostrando doença invasiva por fungo.  

 

3.3  Coletas e Semeaduras 

 Foram coletadas 282 amostras provenientes de mucosa oral de 

pacientes neonatais (n= 125) no momento do nascimento, após 24 horas e 
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depois, semanalmente, até o momento da alta. Neste período de estudo, 

obtivemos por meio de semeadura do sangue em meio de cultura bifásico 

BACTEC, 12 hemoculturas positivas para fungo. No caso do estudo de ponta 

de cateteres (n=6) pesquisamos os mesmos utilizados em pacientes com 

septicemia. Estes materiais foram semeados em ágar sangue pela técnica de 

rolamento. Foi considerada colonização positiva quando o crescimento se deu  

≥≥≥≥ 15UFC (semiquantitativa) ou maior que 103(quantitativa) em segmento da 

ponta de cateter, conforme descrito por Bovento, 2007. As leveduras foram 

semeadas depois em meio de ágar Sabouraud dextrose (Difco, 

Massachussets, EUA) e em placa contendo meio de Chromagar (Difco, 

Massachussets, EUA). 

O material coletado da mucosa oral através de “swab” estéril alginatado 

(Cefar, Brasil) foi semeado em placas contendo meio de ágar Sabouraud 

dextrose (Difco) e em outra placa contendo meio Chromagar .  Alíquotas 

(0,2mL) de hemoculturas positivas para fungo foram transferidas do meio 

bifásico BACTEC para um tubo contendo o meio ágar Sabouraud dextrose 

(Difco). As culturas de leveduras isoladas de cateter foram transferidas para 

tubos contendo ágar Sabouraud dextrose (Difco). Todos estes materiais foram 

colocados em caixas, identificados e transportados para o laboratório de 

Leveduras Patogênicas do Instituto de Ciências Biomédicas II da Universidade 

de São Paulo (USP). Em todos os casos de leveduras provenientes do cateter 

houve a confirmação de sepse neonatal.  

 

3.4  Processamento e Identificação das amostras 

 As placas e tubos, previamente semeados, foram mantidos em estufa a 

25 ºC, por até 15 dias. Foram selecionadas apenas colônias leveduriformes e 

estas foram identificadas segundo técnicas do Manual “The Yeasts” 

(KURTZMAN e FELL, 1998) e as amostras de Trichosporon foram identificadas 

segundo Gueho et al., 1992. 
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3.5  Fatores relacionados à virulência das levedura s  

 

3.5.1 Pesquisa de proteinase 

 Este estudo foi baseado no procedimento descrito por Ruchel et al., 

1982.  O meio básico esterilizado foi resfriado a 50 oC, na qual foi adicionado o 

meio de albumina e então, a mistura foi distribuída em placas de Petri em 

volume de 20 mL.  Após a solidificação da mistura foram semeados quatro 

isolados de leveduras por placa com alça de platina calibrada.  As placas foram 

incubadas à 37 °C durante 96 horas.  A presença da enzima foi detectada pela 

formação de um halo claro de degradação da albumina ao redor das colônias 

de leveduras.  A atividade enzimática (Pz) foi medida de acordo com a técnica 

de Price et al., 1982.  

  

3.5.2   Pesquisa de fosfolipase 

 O meio básico foi preparado contendo 1% de peptona, 2% de dextrose, 

6 % de cloreto de sódio, 0.06% de cloreto de cálcio.  Este meio foi enriquecido 

com gema de ovo e posteriormente distribuído em placas.  Foram semeados 

quatro isolados de leveduras por placa com alça de platina calibrada.  As 

placas foram incubadas à 37 °C durante 96 horas.  A  presença da enzima foi 

detectada pela formação de um halo opaco de precipitação ao redor da colônia 

de levedura.  A atividade enzimática (Pz) foi medida de acordo com a técnica 

de Price et al., 1982 da mesma maneira que para a atividade de proteinase. 

 

3.6  Teste de sensibilidade aos antifúngicos 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM ) dos 

antifúngicos – “kit” comercial Etest (AB Biodisk, S olna, Suécia) 

Neste teste foi utilizado o sistema comercial E-test (AB-Biodisk, Solna, 

Suécia), incluindo os antifúngicos seguintes: fluconazol, itraconazol, 

cetoconazol, voriconazol, anfotericina B e caspofungina. 
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3.6.1  Processamento do teste 

Inicialmente, 48 amostras de leveduras foram subcultivadas em ágar 

Sabouraud-dextrose (Difco) por 24 horas a 37 °C. O inóculo de cada amostra 

de levedura foi preparado a partir de suspensão em salina estéril ajustada de 

acordo com a escala 0,5 de McFarland.  A amostra foi, então, semeada em 

estrias na superfície de placas de Petri contendo ágar RPMI 1640 + 2% de 

glicose + MOPS conforme recomendado pelo fabricante. As fitas do Etest 

produzidas pela AB Biodisk (Solna, Suécia) são plásticas e contém um 

gradiente  definido e contínuo do antifúngico. Cada fita contém um gradiente de 

concentração correspondente a 0,016 a 256µg/mL para fluconazol e 0,002 a 

32µg/mL para cetoconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B e 

caspofungina. Estas fitas contendo os antifúngicos foram aplicadas 

cuidadosamente sobre a superfície do ágar e então incubadas a 35o C durante 

24 – 48 horas. Para controle, foram incluídas no teste, C. parapsilosis ATCC 

(American type culture collection) 22019 e C. krusei ATCC 6258. 

A leitura do teste foi feita de acordo com as instruções da AB Biodisk 

(1993) considerando a CIM de cada antifúngico para cada uma das amostras.   

 

3.6.2   Interpretação dos resultados 

O critério de sensibilidade/resistência aos antifúngicos fluconazol e 

voriconazol foi aquele recomendado pelo CLSI (documento M27-A2, 2002 e 

suplemento M27-S3, 2008) que preconiza de acordo com a tabela abaixo os 

seguintes valores de concentrações de antifúngicos para avaliar a sensibilidade 

ou resistência aos fármacos pela técnica da microdiluição.  
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TABELA 1  – Interpretação do comportamento de cepas de Candida sp. segundo 
normas do CLSI (M27A2 – 2002), frente a concentração dos 
antifúngicos (µL/mL). 

Agentes 
antifúngicos 

Sensíveis 
Sensível Dose 
Dependente 

Resistente 
 

Referência 
Fluconazol ≤8 16-32 ≥64 M27-A2/2002 

Itraconazol ≤0,125 0,25-0,5 ≥1 M27-A2 /2002 

Anfotericina B - - >2 (sugere-se) M27-A2 /2002 

Voriconazol ≤1 2 ≥4 M27-S3 /2008 

Caspofungina ≤2 - - M27-S3/2008 

  

O critério da TABELA 1 estipula valores de 5-fluorcitosina, mas não 

citamos aqui uma vez que não utilizamos este antifúngico. O critério não 

estipula valores para cetoconazol que é considerada uma droga fungistática. 

Apenas indica que a maioria dos valores são encontrados entre 0,03 e 

16µg/mL para os isolados clínicos (M27-A2,CLSI). Neste estudo, valores acima 

de 16µg/mL foram considerados como resistência. 

Para voriconazol, cepas com CIMs acima de 4µg/mL foram consideradas 

resistentes,segundo o documento do M27-S3, 2008. Para caspofungina, as 

cepas foram consideradas resistentes quando mostravam CIMs maiores que 2 

µg/mL  (Pfaller et al., 2008).  

 

3.7  Técnicas para diferenciação de C. albicans e C. dubliniensis 

 

3.7.1 Testes fenotípicos 

  

As amostras identificadas pelo método tradicional como sendo C. 

albicans foram semeadas em meio cromogênico (CHROMagar Candida, Difco,  

EUA) e incubadas a 32 ºC por até 3 dias. A presença de colônia verde clara foi 

indicativo de C. albicans e colônias verde escura indicativo de C. dubliniensis. 

O teste do crescimento a 42 ºC foi realizado segundo Sullivan e Coleman, 

1998. Amostras que semeadas em ágar Sabouraud dextrose (Difco-

Massachussets, EUA) com crescimento a esta temperatura foi sugestivo de C. 

albicans e amostras que não cresceram sugestivas de C. dubliniensis.  Para 
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controle positivo utilizamos a cepa C. albicans ATCC 64548 e C. dubliniensis 

ATCC 777.   

3.7.2 Testes genotípicos 

3.7.2.1 Extração do DNA das amostras de leveduras p ara diferenciação 

molecular entre C. albicans e C. dubliniensis  

Foi realizada a técnica de PCR, com extração de DNA de acordo com 

Scherer e Stevens, 1987. Amostras de C. albicans foram cultivadas em tubos 

contendo 5 mL de YPD (“Yeast Peptone Dextrose” – Difco, Detroit, EUA) 

líquido por 18 horas, sob agitação a 37 ºC. Após a incubação, o meio líquido 

contendo o crescimento da levedura foi transferido para Eppendorf de 1,5 mL 

contendo 1,0 mL de tampão SET (Tris 20 mM, EDTA 25 mM, NaCl 75 mM, pH 

8,0) para serem lavadas. Foram então adicionados 300 µL de lisozima 

(Amersham-Pharmacia, EUA) em uma concentração de 3,0 mg/mL em tampão 

SET, e os tubos foram incubados a 37 ºC durante uma hora. A seguir, cerca de 

5 µL de RNase a 10,0 mg/mL (Amersham-Pharmacia, EUA) foi adicionada e a 

mistura foi incubada a 37 ºC por 30 minutos. Após, foi acrescentados 50 µL de 

SDS (Sodium dodecyl sulphate – Sigma, St. Louis, EUA) a 10 % e 10 µL de 

proteinase K a 10,0mg/mL (Invitrogen, Brasil). A mistura foi incubada a 37 ºC 

por uma hora, após o qual foram acrescentados 150 µL de acetato de sódio 

(Merck, Germany) a 3 Me mantidos em gelo durante 20 minutos. Cerca de 500 

µL da mistura fenol-clorofórmio-álcool isoamílico na proporção 25: 24: 1 

(Amersham-Pharmacia, EUA) foi adicionada, misturadas 50x por inversão e 

cenfrifugadas a 5000 rpm por 30 minutos a tempertura ambiente. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo Eppendorf de 1,5 mL. A mistura 

clorofórmio/álcool isoamílico 24:1 foi adicionada e após serem 50 vezes 

misturados por inversão, foram centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos a 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido em outro Eppendorf com 

igual volume de álcool isopropílico (Amersham-Pharmacia).  O tubos foram 

mantidos em gelo seco por 20 minutos. Os tubos foram centrifugados durante 

30 minutos 10000 x g e o sobrenadante descartado. Etanol a 70 %  foi 

adicionado à mistura e centrifugados a 10000 x g durante 15 minutos. O 

sobrenadante foi descartado novamente, e o tubo foi secado a temperatura 
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ambiente.  O DNA presente no sedimento dentro do tubo foi ressuspendido em 

25 µL de tampão TE 1X (Tris 0,01 M, EDTA 1 mM e pH 7,5). A quantificação do 

DNA extraído foi realizada por dosagem espectrofométrica a 260nm (Beckman 

DU 640, EUA). 

3.7.2.2  Visualização do DNA extraído 

Gel de agarose 0,8% foi preparado com tampão TBE (Tris 0,09 M; ácido 

bórico 0,09 M, EDTA 2 mM, pH8,0) 1X.  O tampão de corrida foi a solução TBE 

1X. O gel teve capacidade para 8 poços. No primeiro poço foi depositado a 

mistura de 1 µL do marcador de peso molecular – fago � digerido com Hind III 

(Amersham-Pharmacia) com 4 µL de corante azul de bromofenol (Invitrogen, 

Brasil) e 4 µL de TE. Nos demais poços foi depositada a mistura de 5 µL de 

DNA da amostra e 5µL de corante. A corrida foi realizada a 90V por 30 

minutos, posteriormente corado com solução de 2 µg/mL de brometo de etídio 

(Sugma, St. Louis, EUA) durante 15 minutos. A visualização do DNA extraído 

foi realizada com auxílio do equipamento GEL DOC 1000 sob iluminação de luz 

ultravioleta, com o programa “Molecular Analyst” (Versão 1.4.1. Bio-Rad). 

3.7.2.3  Reação de PCR 

Para a reação de PCR foi utilizado dois pares de primers: um para C. 

albicans e um para C. dubliniensis (Maranelli et al., 1998).  

C. albicans: 

Sense:  CAL 5   5’ TGT TGC TCT CTC GGG GGC GGC CG 3’  

Anti-sense: NL4CAL   5’ AAG ATC ATT ATG CCA ACA TCC TAG GTA       

AA 3’ 

C. dubliniensis: 

Sense: CDU2 5’ TGT TGC TCT CTC GGG GGC GGC CG 3’ 

Anti-sense: NL4CAL   5’ AAG ATC ATT ATG CCA ACA TCC TAG GTA  

AA 3’ 

Para o preparo do mix de 25 µL foram colocados em tudo Eppendorf, 

tampão com 2 mM de MgCL2 (Biotools, Brasil), 0,2 mM de dNTP (Biotools, 

Brasil), 0,5 mM de cada primer (Invitrogen, Brasil), 1,2U de taq polimerase 

(Biotools, Brasil), 10 ng de DNA da amostra e H2O miliQ para completar o 

volume. A amplificação foi realizada em termociclador (MJ Bio Research, EUA) 



Materiais e Métodos                                                                                                        47 

BATISTA, Georgea Carla Matuura de [2009]  

 

com a programação: denaturação inicial 3’ a 98 ºC seguida de 35 ciclos de 1’ a 

95 ºC (denaturação); 1,5’ a 52 ºC (anelamento); 1,5’ a 72 ºC (extensão) e 

extensão final de 10’ a 72 ºC. A presença do fragmento amplificado ou não foi 

analizada por eletroforese em gel de agarose a 1,2 % e utilização do peso 

molecular de 100 pb (Invitrogen, Brasil). O gel foi corado com brometo de etídio 

(Sigma, St. Louis, EUA) (2 µg/mL) e a visualização do produto do PCR foi 

realizada com auxílio do equipamento GEL DOC 1000 sob iluminação de luz 

ultravioleta com o programa “Molecular Analyst TM” (versão 1.4.1., Bio Rad) As 

cepas utilizadas para os testes genotípicos foram os mesmos dos testes 

fenotípicos: ATCC 64548 (C. albicans) e 777 (C. dubliniensis) 

 

3.8  Perfis genéticos das amostras de leveduras  

 

3.8.1 Cariotipagem- Eletroforese em campo pulsátil (PFGE) 

 

Somente amostras de Candida foram analisadas por PFGE. Adequamos 

o método descrito por Branchini et al. (1994)  com algumas modificações. As 

amostras em associação do mesmo neonato (sangue/sangue; cavidade 

oral/sangue; cateter/sangue; cavidade oral/sangue/cateter ) foram analisadas.  

3.8.1.1 Extração, corrida e visualização cromossoma l 

 As amostras de leveduras foram previamente semeadas em ágar YPD 

(“yeast peptone dextrose” – Difco, Detroit, EUA) incubando-se a 37 oC. As 

colônias de leveduras foram transferidas para tubos Ependorff  até 

completarem o volume equivalente a 300 µL e então adicionado o mesmo 

volume de EDTA (Sigma, St. Louis, EUA) 0,05 M, pH 8,0, as quais foram 

lavadas de três  a quatro vezes. Posteriormente, a solução contendo as 

leveduras foram incubadas com  “lyticase” [ (1250U) (Sigma,St. Louis, EUA) ] 

por uma hora a 37 °C. A seguir,   gel de agarose “low-melt” (Bio Rad) a 1%, 

previamente fundido a 55 °C, foi misturado gentilmente com a solução 

contendo as células. Após solidificação do gel, os blocos formados foram 

incubados em solução de tampão NET [(Tris 1 M; 20 U/mg; EDTA 0,5 M pH8,0; 

laurosarcosyl 1% mais 1 mg /mL de proteinase K(20U/mg, Invitrogen, Brasil)] 
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durante 18 horas a 50 °C.  Posteriormente, a solução foi desprezada e ao tubo 

foi adicionada uma solução de EDTA 0,5 M, pH 9.0 para lavagem (3 vezes) a 

temperatura ambiente e depois para estocagem a 4 °C.   

Para a corrida eletroforética em campo pulsátil, os blocos contendo as 

amostras cromossomais foram introduzidos  em orifícios feitos no gel de 

agarose a 1% (Sigma, St. Louis, EUA). A corrida eletroforética foi feita através 

do equipamento CHEF-MAPPER (Bio Rad) a 125 volts utilizando-se  2,5 litros 

de tampão TBE 0,5 x a 14°C. As condições para a eletroforese foram divididas 

em dois tempos, sendo o primeiro com intervalos de pulsos de 120 a 120s 

durante 23 horas, e o segundo com intervalos de 240s durante 11 horas. Após 

a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etídio (Sigma, St Louis, EUA) 

na concentração de 1 µg/mL em tampão TBE (Tris 0,09 M; ácido bórico 0,09 M, 

EDTA 2 mM, pH 8,0) 0,5 x e descorado com água destilada por 1 hora.  

As bandas de DNA cromossomal foram vizualizadas sob luz ultravioleta, 

com o auxílio de um transluminador Gel Doc 1000 (Bio Rad, EUA)) e o gel 

fotografado. O resultado obtido foi interpretado segundo Barchiesi et al.,1995 

com base na observação visual das diferenças de peso molecular das bandas. 

Foi observada a presença de bandas não levando em consideração a 

intensidade das mesmas. 

Como controle para medida do peso molecular, foi utilizado 

Sacharomyces cerevisae “ Chef DNA size standard” (Bio Rad,EUA). 

3.9  Análise estatística  

Para os dados observados nesta pesquisa, foi utilizado o coeficiente de 

correlação de Yule, o Cálculo de Risco Relativo e as hipóteses foram testadas 

pelo teste exato de Fisher e foram considerados significativos aquelas com 

p<0,05.



 

 

4 RESULTADOS
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No período de 01 de junho de 2006 a 30 de março de 2007, foram 

estudados 125 neonatos internados na UTIN do Berçário anexo a Maternidade  

da Faculdade de Medicina da USP que preencheram os critérios de inclusão. 

Dentre estes neonatos, 14,4% (18/125) apresentaram colonização oral 

por leveduras; 9,6% (12/125) dos neonatos apresentaram fungemia e destes  

recém-nascidos, 4,8% (6/125) apresentaram cateter venoso positivo para 

levedura.  Dos 125 neonatos, 18,4% (23/125) tiveram ou colonização oral e/ou 

septicemia totalizando 54 amostras de leveduras a serem estudadas. Destas, 

66,7% (36/54) foram isoladas da colonização oral, 22,2% (12/54) foram 

isoladas de sangue e 11,1 % (6/54) isoladas de cateter.  Destes 23 pacientes 

65%(15/23) eram do sexo masculino. Denominamos P como sigla para 

paciente, seguido de um número representando os 23 neonatos com cultura 

positiva para leveduras, como por exemplo, P1 (paciente 1). 

 

4.1  Colonização oral  

Foram isoladas, dos 18 neonatos com colonização positiva, 36 amostras 

de colonização oral, sendo que 72,2% (26/36) foram identificadas como C. 

albicans, seguida de 11,1% (4/36) de Trichosporon asahii; 8,5% (3/36) de C. 

parapsilosis; 5,4% (2/36) de C. krusei e 2,8% (1/ 36) de Rhodotorula rubra.   

Destes 18 neonatos com colonização positiva, 75% (6/18) deles 

apresentaram amostras seqüenciais dentre o período de 9 meses de estudo. 

(TABELA 2). O paciente P22 apresentou 2 amostras seqüenciais de C. 

albicans . Os pacientes P10 com 4 amostras de Trichosporon asahii e P20 com 

4 amostras de C. albicans; P18 apresentou 2 amostras seqüenciais por C. 

parapsilosis, seguida de 3 amostras seqüenciais de C. albicans (TABELA 2). O 

paciente P17 apresentou colonização com 8 amostras seqüenciais de C. 

albicans totalizando, nestes 5 neonatos, 23 amostras. Os outros 13 neonatos 

colonizados apresentaram uma amostra positiva. 

 

4.2  Sangue   

A septicemia foi confirmada em 12 neonatos durante o período de 

estudo. C. albicans foi isolada do sangue em 50% (6/12) dos neonatos; C. 

parapsilosis foi isolada em 33,5% (4/12) dos neonatos Um neonato 



Resultados                                                                                                                        51 

BATISTA, Georgea Carla Matuura de [2009]  

 

desenvolveu sepse por Pichia anômala (8,25%) e outro por Pichia angusta 

(8,25%) (TABELA 2 e FIGURA 1). 

 

4.3  Cateter  

Dos 12 neonatos internados com sepse fúngica, 6 apresentaram cateter 

venoso com cultura positiva, sendo 66,7% (4/6) cateteres colonizados por C. 

parapsilosis e 33,3% (2/6) por C. albicans (TABELA 2 e FIGURA 1).  

 

4.4  Associação entre colonização oral e sepse  

Dentre os 23 neonatos com colonização e/ou septicemia, observamos 

que 26% (6/23) deles apresentaram associação entre a colonização oral com a 

sepse e pela mesma espécie; 4,0% (1/23) apresentaram colonização por 

levedura de espécie diferente da que causou a sepse; 48,0% (11/23) dos 

neonatos apresentaram colonização oral, mas não desenvolveram sepse e 

22,0% (5/23) dos neonatos desenvolveram sepse sem estarem colonizados na 

cavidade oral (FIGURA 2).  

Dentre os 12 casos de sepse, 83,4% (10/12) foram causadas por 

espécies de Candida, sendo que, destas 10 candidemias, 60% (6/10) estiveram 

associadas com colonização oral prévia pela mesma espécie, 5 por C. albicans 

e uma por C. parapsilosis (TABELA 2).    

 

4.5  Associação entre o cateter colonizado  e sepse  

Na TABELA 2 observamos que os pacientes 10, 15 e 23 apresentaram 

cateter e sepse por C. parapsilosis sem colonização oral pela mesma espécie.  

C. albicans encontrada em cateter também foi isolada da colonização 

oral dos pacientes 11 e 20. Nenhuma amostra de C. albicans foi isolada 

somente e unicamente em cateter associado diretamente com a sepse. 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados                                                                                                                        52 

BATISTA, Georgea Carla Matuura de [2009]  

 

TABELA 2 - Identificação das espécies de leveduras isoladas de colonização oral, 
sangue e cateter, PFGE tipos e óbitos dos neonatos internados na UTIN 
de Hospital  Terciário de São Paulo. 

P N Cavidade oral Sangue Cateter 
PFGE  
tipos 

 
Óbito 

1 1 Candida albicans -  II - 
2 1 C. krusei -  X - 
3 3 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis VIII X 
4 2 C. albicans C. albicans  V X 
5 2 C. albicans C. albicans  V - 
6 1 - Pichia anomala  - X 
7 1 C. albicans -  V X 

8 1 - Pichia angusta  - X 

9 1 Rhodotorulla rubra -  - - 
10 6 Trichosporon asahii(4) C. parapsilosis C. parapsilosis -/VII X 
11 3 C. albicans C. albicans C. albicans V X 
12 1 C. albicans -  V - 
13 1 - C. albicans  V  X 
14 1 C. albicans -  VI - 
15 2 - C. parapsilosis C. parapsilosis IX X 
16 1 C. albicans -  III - 
17 9 C. albicans(8) C. albicans  I X 

18 5 
C. parapsilosis (2)/ C. 

albicans(3) 
-  VII/IV - 

19 1 C. albicans -  I - 
20 6 C. albicans(4) C. albicans C. albicans V - 
21 1 C. krusei -  X - 
22 2 C. albicans(2) -  VI - 
23 2 - C. parapsilosis C. parapsilosis IX X 

Total 54 36 12 6      - - 

P : número do paciente ; n : número de amostras; x : evolução para óbito. 
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FIGURA 1 -  Frequência (%) das espécies de leveduras isoladas do sangue e cateter 
de neonatos internados na UTIN do Hospital Terciário de São Paulo. 

 

 

 

FIGURA 2 -  Distribuição dos neonatos internados na UTIN do Hospital Terciário de 
São Paulo com relação a colonização oral e a sepse. 
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4.6  Óbitos dos neonatos 

 Dos 23 neonatos com cultura positiva para leveduras, 48% (11/23) 

evoluíram para óbito. Destes 11 óbitos, 91,0% (10/11) foram decorrentes da 

sepse. Um neonato que evoluiu para óbito, não desenvolveu sepse, porém 

tinha colonização oral. Existiu uma correlação positiva entre ocorrência de 

fungemia (candidemia) e evolução para o óbito, sendo que o risco relativo da 

ocorrência de fungemia para o óbito foi de 94,17, sendo esta observação 

estatisticamente significativa (p<0,05) (FIGURA 3). 

 

FIGURA 3 - Comparativo entre presença de candidemia e  evolução para o óbito. 
Análise estatística realizada segundo o teste exato de Fisher (p<0,05). 

 

4.7  Associação entre colonização oral, sepse e óbi to 

Dos 6 neonatos que apresentaram colonização oral e sepse pela mesma 

espécie, 66,7% (4/6) morreram. O neonato que apresentou colonização oral 

com sepse por outra espécie levedura evoluiu para óbito. Dos 11 neonatos que 

apresentavam colonização oral sem o desenvolvimento da sepse, 18% (2/11) 

faleceram e dos 5 neonatos com septicemia, porém, sem colonização oral, 

80% (4/5) faleceram (TABELA 2). Observou-se uma correlação positiva entre 

colonização oral por leveduras e evolução para fungemia, sendo que o risco 

relativo (RR) da colonização oral em relação a fungemia foi de 8,32 quando 
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comparado com pacientes sem colonização oral, sendo esta observação 

estatisticamente significativa (P<0,05). (FIGURA 4). 

 

FIGURA 4 - Comparativo  entre colonização oral e fungemia.  Análise estatística 
realizada segundo o teste exato de Fisher (p<0,05).  Col.: colonização  

4.8 Frequência das espécies de leveduras associadas  à sepse e que 

evoluíram para óbito 

  Dos 12 neonatos com sepse, 6 casos foram por C. albicans, na qual  

70,0% (4/6) evoluíram para óbito, sendo que de 4 neonatos com sepse por C. 

parapsilosis, todos evoluíram para óbito. Os dois neonatos, um com sepse por 

P. anômala e outro por P. angusta também evoluíram para óbito (TABELA 2). 

 

4.9  Peso de nascimento do neonato, sepse e óbito 

 

Destes 23 recém-nascidos com cultura positiva para leveduras, 9 

nasceram com peso < 1000g (Pacientes P1 ao P9), 6 com peso entre 1000 e 

1500g (P10 ao P15) e 8 nasceram com peso > 1500 g (P16 ao P23) (TABELAS 

2 e FIGURA 5). 
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FIGURA 5 -  Distribuição numérica das sepses e evolução para óbito de acordo com o 
peso dos 23 neonatos internados na UTIN do Hospital Terciário de São 
Paulo. 

Neonato abaixo de 1000 g  possui RR (risco relativo) de 2,8 em para a 

ocorrência de colonização oral e de 2,75 vezes em relação a evolução para o 

óbito. Neonato abaixo de 1500 g possui Risco Relativo de 2,06, ou seja 2 vezes  

maior probabilidade de evoluir para o óbito do que aqueles com peso acima de 

1500g.  

 

4.10  Diferenciação entre C. albicans  e C. dubliniensis 

Testes fenotípicos e genotípicos para a diferenciação de C. albicans e C. 

dubliniensis. Através dos testes fenotípicos para diferenciar C.albicans de C. 

dubliniensis, constatamos que todas as 34 amostras classificadas como C. 

albicans apresentaram cor verde claro no meio cromogênico e crescimento a 

42 ºC. Quanto ao teste genotípico, através da técnica de PCR, obtivemos o 

produto da reação específico para C. albicans pela presença da banda de 175 

pb  em 100% das amostras. Portanto, não ocorreu isolamento de C. 

dubliniensis.  
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4.11  Cariotipagem (eletroforese em campo pulsátil - PFGE) das amostras 

de Candida 

Quanto ao perfil molecular foram avaliadas somente amostras de 

Candida  em um total de 47 amostras. Dos 23 neonatos estudados, 87,0% 

(20/23) estiveram colonizados e/ou com sepse por Candida spp.  

 

4.11.1  PFGE tipos  

A técnica de cariotipagem mostrou diferenças inter e intra-específicas 

com relação às amostras de C. albicans e C. parapsilosis. Encontramos 10 

perfis genotípicos, os quais denominamos de PFGE-tipos e categorizamos em 

número romano. Para C. parapsilosis encontramos 3 PFGE-tipos: VII,VIII e IX,  

que variaram de 3 a 5 bandas. Para C. albicans encontramos 6 PFGE-tipos: 

I,II,III,IV,V,VI  cujas bandas variaram de 3 a 6. C. krusei demonstrou o PFGE-

tipo X com 3 bandas. A TABELA 3 mostra as amostras de leveduras de acordo 

com seus PFGE tipos.   

TABELA 3 -   Distribuição dos PFGE-tipos dentre as amostras de Candida isoladas de 
neonatos internados na UTIN do Hospital Terciário, São Paulo. 

Espécies (n) N Tipos de 
PFGE 

no de 
bandas 

Variação de 
peso 

molecular* 
Candida albicans 

(34) 
    

 10 I 4 1020 a 2200kb 
 1 II 4 1125 a 2200kb 
 1 III 4 945 a 2200kb 
 3 IV 4 945 a 2200kb 
 16 V 5 825 a 2200kb 
 3 VI 6 825 a 2200kb 

C. parapsilosis (11)     
 2/ 18,2 VII 4 825 a 2200kb 
 5/ 45,5 VIII 3 945 a 2200kb 
 4/ 36,3 IX 5 825 a 2200kb 

C. krusei (2)     
 2/ 100 X 3 1020 a 2200kb 

n : número de amostras; *Variação de peso molecular, de acordo com o padrão S. 

cerevisae (Bio Rad). 
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4.11.2  Colonização oral 

 

Dos 20 neonatos analisados quanto ao perfil molecular de suas 

amostras de Candida, 13 estiveram colonizados por C. albicans e as amostras 

apresentaram os perfis genotípicos de I a VI, ou seja, dois neonatos estiveram 

colonizados com amostras de C. albicans com perfil molecular PFGE tipo I; um 

neonato com PFGE tipo II; um neonato com PFGE tipo III e um neonato com 

colonização oral por amostra de C. albicans PFGE tipo IV. Seis neonatos 

apresentaram PFGE tipo V e dois por PFGE tipo VI. Para os neonatos 

colonizados com C. parapsilosis, um neonato apresentou amostra com perfil 

molecular PFGE tipo VIII e outro neonato com amostra PFGE tipo VII (TABELA 

2 e 3). 

 

4.11.3 Sepse 

 

Dos neonatos analisados quanto ao cariótipo, 10 apresentaram casos de 

sepse por Candida durante o período de estudo. Destes 10 neonatos, 6 

apresentaram sepse por C. albicans, as quais apresentaram perfil molecular 

PFGE tipo I (um neonato) e cinco neonatos apresentaram amostra com perfil 

molecular tipo V. Nos 4 casos de sepse por C. parapsilosis, um neonato 

apresentou amostra PFGE tipo VII; um neonato com amostra PFGE tipo VIII e  

dois neonatos com  amostras PFGE tipo IX (TABELA 2 e 3). 

 

4.11.4 Cateter 

Dos 20 neonatos analisados, 6 utilizavam cateteres  sendo que 4 foram 

colonizados C. parapsilosis PFGE tipos VII, VIII e IX . Estes neonatos são os 

mesmos que apresentaram sepse por C. parapsilosis. Os outros dois cateteres 

estavam colonizados por C. albicans PFGE tipos V. 

 

4.11.5 Associações moleculares 

 A associação molecular entre a amostra de colonização oral e de  sepse 

foi observada em 6 neonatos, ou seja, um neonato que apresentou colonização 

oral e sepse por  C. parapsilosis demosntrou PFGE tipo VIII . Dos 5 neonatos 

que apresentaram C. albicans  na colonização oral e sepse, quatro 
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demonstraram  PFGE tipo V e um neonato PFGE tipo I . Convém ressaltar  que 

as amostras seqüenciais da colonização oral isoladas de um mesmo neonato 

tiveram PFGE tipo similares. E estas amostras de leveduras apresentaram o 

mesmo PFGE tipo da respectiva amostra isolada de sepse e/ou cateter. 

(TABELA  2).  

Houve correlação positiva entre a colonização de C. albicans, PFGE tipo 

V e o desenvolvimento de sepse apresentando RR de 9,92. (FIGURA 6). 

Também houve correlação positiva entre a ocorrência de fungemia por C. 

albicans PFGE tipo V e evolução para o óbito apresentando RR de 13,71 

(FIGURA7) assim como correlação positiva entre neonato com sepse por 

PFGE tipo IX de C. parapsilosis e evolução para óbito com RR de 13,67 

(p<0,05) (FIGURA 8). Os demais agentes isolados não mostraram resultados 

significativos (TABELA 2 e FIGURAS 6, 7 e 8).  

 

 

FIGURA 6 - Comparativo entre a presença de C. albicans  PFGE tipo V e 
sepse.Análise estatística realizada segundo o teste exato de Fisher 
(p<0,05).CO V: colonização por PFGE tipo V de C. albicans; não V: 
colonização por demais PFGE tipos. 
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FIGURA 7. Comparativo entre a fungemia por C. albicans PFGE tipo V e evolução 
para óbito. Análise estatística realizada segundo o teste exato de Fisher 
(p<0,05). Fung CA V: Fungemia por C. albicans PFGE tipo V.  Fungemia 
CAV-: fungemia por demais PFGE tipos. 

 

FIGURA 8 - Comparativo entre a fungemia por C. parapsilosis PFGE tipo XI e 
evolução para óbito.  Análise estatística realizada segundo o teste 
exato de Fisher (p<0,05). Fung CP IX: fungemia por C. parapsilosis  
PFGE tipo IX; Fungemia CP IX- : outros tipos de PFGE tipo de C. 
parapsilosis . 

Na FIGURA 9, o neonato P17 apresentou colonização oral por C. 

albicans, cerca de um mês, antes do desenvolvimento da infecção sanguínea. 

Foi tratado com anfotericina B, obteve melhora clínica, porém, ainda assim 

apresentou colonização oral por C. albicans. Trinta dias depois, desenvolveu 
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novamente sepse e evolução para óbito (TABELA 2). As amostras sequenciais 

da cavidade oral isoladas do neonato P17 com amostra isolada da sepse por 

C.albicans mostrou o PFGE tipo I. As linhas de 2 a 7 demonstram os perfis 

moleculares de C. albicans isoladas, semanalmente, da cavidade oral. A linha 8 

corresponde ao perfil molecular da amostra de levedura isolada de sangue do 

mesmo paciente com sepse após a prévia colonização oral (FIGURA 9).       

 

                      

FIGURA 9 - PFGE tipo I das amostras de Candida albicans isoladas de um único 
neonato – P17. Linha 1: Padrão de peso molecular de Saccharomyes  
cerevisae ( Bio Rad); Linhas 2 a 7: correspondem aos perfis genotípicos 
– PFGE tipo I das amostras isoladas da cavidade oral ; Linha 8: 
corresponde ao perfil genotípico da amostra isolada do sangue. 

 

A Figura 10 mostra os perfis moleculares similares (Tipo VIII) das 

amostras isoladas de cavidade oral, sangue e cateter do neonato P3 com 

sepse por C. parapsilosis. 
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FIGURA 10 -  PFGE tipo VIII das amostras de C. parapsilosis isoladas de um único 
neonato P3. Linha 1: Padrão de peso molecular S. cerevisae; Linha 2: 
amostra proveniente da hemocultura; Linha 3: amostra proveniente do 
cateter;  Linha 4:amostra proveniente da cavidade oral.  

Os neonatos P15 e P23 estavam internados no mesmo setor com suas 

incubadoras lado a lado no mesmo período, sendo que o neonato P15 foi a 

óbito. Estes neonatos não apresentaram colonização oral (TABELA 2, FIGURA 

11). 
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FIGURA 11.  PFGE -tipos das amostras de C. parapsilosis isoladas dos neonatos. 

1.Perfil molecular de S. cerevisae; 2. PFGE tipo VIII da amostra isolada do cateter de 
P3; 3. PFGE tipo VII da amostra isolada da cavidade oral de P4; 4. PFGE tipo VIII da 
amostra isolada de sangue de P3; 5 : PFGE tipo IX da amostras isolada de cateter; 6 : 
PFGE tipo IX da amostras isolada de sangue de P15; 7: PFGE tipo IX da amostra 
isoladas de cateter  de P23;  8: PFGE tipo IX da amostra isoladas de sangue de P23. 

 

A FIGURA 12 mostra alguns PFGE tipos de C. albicans  isoladas de 

neonatos.  PFGE tipo V foi o mais freqüente (TABELA 2 e FIGURA 12). 
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FIGURA 12 – PFGE tipos de C. albicans. 1: Padrão de peso molecular de 
Saccharomyces cerevisae; linhas 2, 4, 5 e 8: PFGE tipo V dos 
neonatos P4,P5,P7 e  P11; linha 3: PFGE tipo VI do neonato P14; 
linhas  6 e 7: PFGE tipo VI  dos neonatos P22. 

 

4.12  Verificação da atividade enzimática – protein ase e fosfolipase  

Com relação à produção de enzimas, 37,0% das 54 amostras de 

leveduras isoladas apresentaram reação positiva para proteinase e 50% para 

fosfolipase (índice 2) ao passo que 14.8% apresentaram atividade fortemente 

positiva para proteinase (índice 3), enquanto que somente 3.7% apresentaram 

fosfolipase fortemente positiva. Do total das 34 amostras de C. albicans, 13 

produziram proteinase positiva (índice 2) e  27 amostras foram positivas para 

fosfolipase (índice 2). Em se tratando dos isolados de C. parapsilosis 

observamos que, do total de 11 amostras, 7 (63,6%) foram positivas e 3 

(27,3%) fortemente positivas  para proteinase sendo todas isoladas de sangue 
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e cateter . Estas amostras de C. parapsilosis não apresentaram atividade para 

fosfolipase.(TABELA 4). 

As culturas de P. anômala, P. angusta e Rhodotorula rubra não 

apresentaram atividade enzimática. A levedura Trichosporon asahii apresentou 

atividade proteolítica índice 3 (TABELA 4). 

As culturas de P. anômala, P. angusta  e Rhodotorula rubra não 

apresentaram atividade enzimática. A levedura Trichosporon asahii apresentou 

atividade proteolítica índice 3 (TABELA 4). 

 

TABELA 4 - Atividade de proteinase e fosfolipase presente nas amostras 
leveduriformes isoladas dos neonatos hospitalizados na UCIN, 
Hospital Terciário, São Paulo. 

 

 
Espécies de leveduras 

 
Índice de atividade enzimática(Pz) 

        1                        2                     3 

 PRO FOS PRO FOS PRO FOS Total 
Candida albicans 21 5 13 27 - 2 34 
C. parapsilosis 1 11 7 - 3 - 11 
C. krusei 1 2 - - 1 - 2 
Trichosporon asahii - 4 - - 4 - 4 
Pichia anômala 1 1 - - - - 1 
Pichia angusta 1 1 - - - - 1 
Rhodotorula rubra 1 1 - - - - 1 

Pro: atividade proteolítica; Fos: atividade fosfolipídica; Pz: valores da atividade 
enzimática de acordo com Price et al55, índice 1= ausência de atividade enzimática; 
índice 2 representa atividade enzimática positiva  0.64≤ Pz‹1 ; índice 3 representa 
atividade enzimática fortemente positiva Pz‹0.64. 

  Das 36 amostras isoladas de colonização oral, 25% (9/36) das 

amostras produziram proteinase índice 2 (positiva) sendo 7 amostras de C. 

albicans e 2 de C. parapsilosis. Uma amostra de C. krusei e 4 amostras de 

Trichosporon asahii produziram proteinase índice 3 (fortemente positiva). 

Das 36 amostras de colonização oral, 55,6% (20/36) das amostras 

produziram fosfolipase índice 2 e uma amostra apresentou fosfolipase índice 3, 

todas sendo C. albicans.   

Das 12 amostras isoladas nos casos das 12 sepses, 66,7% (8/12) 

produziram proteinase índice 2, sendo 5 amostras de C. albicans e 3 amostras 

de C. parapsilosis. Uma única amostra de C. parapsilosis produziu índice 3 
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pela mesma enzima.  Das 12 amostras isoladas de casos de sepse, 41,7% 

(5/12) produziram fosfolipase índice 2 e uma amostra produtora de fosfolipase 

índice 3, todas C. albicans. 

Das 6 amostras isoladas de cateter, 50% (3/6) produziram proteinase 

índice 2 sendo uma amostra de C. albicans e duas amostras de C. parapsilosis. 

Duas amostras de C. parapsilosis (33,4%) produziram proteinase índice 3.  

Quanto a produção de fosfolipase, duas amostras de C. albicans isoladas de 

cateter produziram fosfolipase índice 2.  Não houve produção de fosfolipase 

índice 3 nas amostras de cateter. 

Nenhuma amostra de C.albicans produziu proteinase índice 3. Somente 

C. albicans produziu fosfolipase. Todas as amostras de C. parapsilosis isoladas 

de sangue e cateter produziram proteinase (índice 2 ou 3). Todas as amostras 

de C. albicans isoladas de cateter e sangue foram produtoras de fosfolipase. 

 Todas as amostras isoladas de sangue e cateter produziram pelo 

menos uma das enzimas (proteinase e/ou fosfolipase). 

 

4.13 Sensibilidade às drogas antifúngicas -Técnica  do E-test 

Os dados de sensibilidade aos fármacos estão mostrados na TABELA 5 

Todas as amostras de Candida e Pichia foram sensíveis frente aos antifúngicos 

estudados de acordo com os “breakpoints” da CIM recomendado para 

fluconazol (CIM ≥64µg/mL-resistente ) pelo documento M27- A2, 2002 

voriconazol (CIM ≥4µ/mL-resistente) pelo documento M27-S3, 2008.  A maior 

CIM 50 do fluconazol foi de C. albicans seguida de C. parapsilosis. A maior 

CIM 90 do fluconazol foi obtida para C. krusei seguida de C. albicans e C. 

parapsilosis. C. albicans também mostrou a maior CIM50 para voriconazol, 

sendo para C. parapsilosis obteve-se as maiores CIM50 para cetoconazol, 

itraconazol e anfotericina B. Todas as amostras testadas (Candida spp, Pichia 

angusta, P anômala e Rhodotorula rubra) apresentaram sensibilidade às 

drogas segundo o método do E-test e os critérios do M27-S3, 2008. 

Para Pichia anomala foram observadas as seguintes CIMs: fluconazol 

0.75 µg/mL; voriconazol 0.002 µg/mL; itraconazol 0.032 µg/mL; cetoconazol 

0.047 µg/mL e anfotericina B 0.032 µg/mL. Para Pichia angusta os seguintes 

valores foram encontrados: fluconazol 0.50 µg/mL; voriconazol 0.002 µg/mL; 

itraconazol 0.125 µg/mL; cetoconazol 0.047 µg/mL; anfotericina B 0.023 µg/mL. 
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Para Rhodotorula os valores de CIM foram: fluconazol 0.064 µg/mL; 

voriconazol 0.003 µg/mL; itraconazol 0.004 µg/mL; cetoconazol 0.012 µg/mL; 

anfotericina B 0.047 µg/mL. 

TABELA 5 - Sensibilidade antifúngica das espécies de Candida spp isoladas dos 
neonatos internados em UTIN do Hospital Terciário, São Paulo. 

  CIM (µg/mL) 
Espécies (n°) Agente antifúngico CIM 50 CIM 90 CIM Range 
C. albicans(34) Fluconazol 

Voriconazol 
Itraconazol 
Cetoconazol 
Anfotericina 

0.39 
0.005 
0.002 
0.003 
0.012 

0.60 
0.02 
0.27 
0.009 
0.27 

0.016-0.75 
0.002-0.032 
0.004-0.32 
0.002-0.012 
0.008-0.38 

 Caspofungina* 0.079 0.48 0.023-0.50 
C. parapsilosis 
(11) 

Fluconazol 
Voriconazol 
Itraconazol 
Cetoconazol 
Anfotericina 

0.24 
0.004 
0.013 
0.006 
0.090 

0.59 
0.02 
0.37 
0.018 
0.19 

0.064-0.75 
0.003-0.023 
0.004-0.125 
0.003-0.023 
0.008-0.16 

 Caspofungina 0.35 0.40 0.25-0.50 
C. krusei(2) Fluconazol 

Voriconazol 
Itraconazol 
Cetoconazol 
Anfotericina 

0.125 
0.002 
0.032 
0.004 
0.008 

0.625 
0.0036 
0.04 
0.02 
0.25 

0.125-0.75 
0.004 
0.032-0.047 
0.004-.0023 
0.008-0.32 

 Caspofungina 0.023 0.40 0.047-0.50 

(n°): número de isolados ; CIM: Concentração inibit ória mínima * : com número de 

amostras igual a 31. 

 



 

 

5 DISCUSSÃO 
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5.1  Infecção hospitalar por leveduras em neonatos 

O hospital é um espaço particular, onde a internação concomitante de 

indivíduos debilitados, imunodeprimidos, a constante necessidade da 

realização de procedimentos invasivos, o uso de antimicrobianos e a presença 

e rotatividade da equipe de saúde formam o conjunto de um ambiente ideal, 

para maior probabilidade de transmissão de infecções fúngicas. O avanço 

tecnológico tem permitido o tratamento de doenças consideradas incuráveis no 

passado, porém o paciente tornou-se mais suscetível às infecções.(CAREY et 

al., 2008). 

Embora o estudo da candidíase disseminada seja bem conhecido em 

pacientes adultos, os relatos das infecções fúngicas em neonatos são 

relativamente recentes (CAREY et al., 2008).  

Estudos realizados a partir do ano 2000, em Unidades de Terapia 

Intensiva Neonatal, têm destacado a importância da Candida spp, que ocupa a 

terceira e quarta posição como causa de sepse neonatal tardia (que ocorre 

após 72 h de vida) (STOLL  et al., 2002). A ocorrencia varia de 2.2%-12.9% 

entre as crianças de baixo peso (< 1500g) e de 5.5% a 16.5% entre as crianças 

de muito baixo peso (<1000g) (CAREY et al., 2008). Em nosso estudo, 

obtivemos uma ocorrência de sepse fúngica, nestes 9 meses, de  9,6%, sendo 

esta porcentagem mais alta que as encontradas em algumas UTINs.  A 

ocorrência fúngica em neonatos foi maior do que dados acumulados no CDC 

(Centers of Disease Control) na qual a ocorrencia de candidemia entre 1995 a 

1999 foi de 3,51% e entre 2000 a 2004 foi de 2,68% (KOSSOFF et al., 1998; 

FRIDKIN et al., 2006). A ocorrência de candidemia pode variar de hospital para 

hospital conforme mostram alguns  trabalhos (STOLL et al., 1996; STOLL et al., 

2002; FRIDKIN et al., 2006.  Em um estudo retrospectivo realizado em um 

único hospital, Makhoul et al. (2002) verificaram que a ocorrência de sepse 

fúngica entre 1989 e 1992 variou de 3,8% a 5,6%.  A ocorrência de candidemia 

em nosso trabalho vem de acordo com dados obtidos no trabalho acima  anos  

de 1993 a 1995 cujas porcentagens variaram de 9,6% a 12,9%.  Entretanto, 

nosso resultado foi maior do que os trabalhos publicados no Brasil, como indica 

França et al. (2008) que relataram uma incidência de 1,27 por 1000 internações 

em hospital do Paraná. Hinrichsen et al. (2008) em estudo prospectivo, 

avaliaram a incidência de quatro episódios  de candidemia por 1000 admissões 
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em hospital terciário de Recife no período de setembro de 2003 a março de 

2004.  Rueda (2009) verificou a incidência de 1,6 casos por 1000 admissões 

em hospital terciário de Vitória, Espírito Santo. Em São Paulo, a incidência de 

infecção fúngica sistêmica variou de 0,39 a 0,83 por paciente/dia.  Em 4 

centros médicos da cidade de São Paulo, a taxa de candidemia foi de 1,66 

casos por 1000 admissões (COLOMBO et al., 2007). Em estudo anterior, 

Colombo et al. (2006) estudaram onze centros hospitalares distribuídos em 

nove cidades, durante o período de março de 2003 a dezembro de 2004 e 

verificaram uma incidência de 2,49 por 1000 admissões.  Porém, estes estudos 

incluem pacientes de diferentes UTIs, com raros trabalhos verificando a 

incidência somente nas UTINs brasileiras. 

  No presente trabalho, foram estudadas amostras de leveduras 

isoladas da cavidade oral, sangue, cateter de neonatos de alto risco, internados 

na UTIN de hospital terciário. C. albicans foi a espécie mais isolada dentre o 

total de amostras (63,0 %) seguida de C. parapsilosis (20,5%). Nossos 

achados corroboram com os achados de vários autores, cujas duas espécies 

vêm apresentando destaque entre as doenças sistêmicas causadas por fungos 

em neonatos (CHAPMAN et al., 2003; CLARK et al., 2004 ; DURAN et al.,  

2005 ; CAREY et al.,  2008; CARTER et al., 2008). 

 

5.2  Septicemia, colonização oral, uso de cateteres  e associações  

Em se tratando das 12 amostras provenientes do sangue verificamos 

que C. albicans foi a mais frequente em 50,0% (6/12) dos casos, seguida de C. 

parapsilosis.  Em amostras de cateter, C. parapsilosis foi a mais freqüente 

(66,7%), seguida de C. albicans. Estes dados estão de acordo com vários 

trabalhos os quais citam C. albicans como a espécie mais frequente seguida de 

C. parapsilosis isoladas de neonatos internados nas UTINs (HUANG et al., 

1999; SAIMAN et al., 2001; STOLL et al., 2002; TUMBARELLO et al., 2007; 

LABELLE et al., 2008), embora alguns trabalhos citem C. parapsilosis como 

sendo a mais freqüente (KOSSOFF et al., 1998; CAGGIANO et al., 2007).  No 

Brasil, autores relatam que Candida parapsilosis é a espécie mais 

frequentemente isolada de sangue e de cateteres intravasculares de crianças 

(MATSUMOTO et al., 2001; MOREIRA, 2005; MEDRANO et al., 2006).  Em um 

estudo realizado durante o período de 1998 a 2006 na UTIN do hospital 
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universitário, em Mato Grosso do Sul, Xavier et al. (2008) verificaram que 

Candida albicans foi a espécie mais freqüente em candidemia seguida de C. 

parapsilosis.  

  Em UTINs onde Candida albicans predomina, C. parapsilosis tem 

sido a espécie não – albicans mais freqüente entre os recém-nascidos 

(HAJJEH et al., 2004; ZAOUTIS et al., 2007, PFALLER et al., 2007). Outras, 

tais como, C. glabrata e C. guillermondi também tem sido descritas como 

causadoras de septicemia em neonatos (FAIRCHILD et al., 2002; MANZONI et 

al., 2007, RUAN et al., 2008; SINGHI et al., 2008). C. tropicalis tem sido 

associada com câncer, em outros grupos de pacientes, porém tem sido 

descrito casos de surto hospitalar em neonatos (ROILIDES et al., 2003) por 

esta levedura. 

 Ainda, com relação às amostras de sangue, isolamos Pichia anomala e 

Pichia angusta, provenientes de sepse seguida de  óbito.   Pichia spp é uma 

levedura ascosporada que pode ser encontrada em água, solo e fazendo parte 

da microbiota transitória (KURTZMAN e FELL, 1998). Estudos têm 

demonstrado que espécies do gênero podem fazer parte da microbiota 

intestinal e da pele, não sendo um patógeno comum, porém tem sido causa de 

doença sistêmica neste grupo de pacientes (BAKIR et al., 2004; PAULA et al., 

2006). No nosso estudo, dois neonatos apresentavam peso menor que 1000 g, 

sendo um fator de risco a mais para a infecção. Estes achados estão de acordo 

com os previamente relatados por BALEY et al., 1984; MANZONI et al., 2006; 

Benjamin, 2008). Singh et al. (1999) demonstraram que 71% dos neonatos 

hospitalizados por mais de sete dias foram colonizados por fungos e 22% 

desenvolveram fungemia com predomínio de P. anômala (62.5%). Em nosso 

trabalho, não encontramos a colonização oral prévia pelas espécies de Pichia. 

A colonização é o maior fator de risco à infecção fúngica, e sabe-se que 

a colonização se dá inicialmente na cavidade oral seguida da intestinal (BALEY 

et al., 1986; HUANG et al., 1998; MANZONI et al., 2006; MANZONI et al., 2007; 

MANZONI et al., 2008; CATE et al., 2009).    A colonização tem sido descrita 

como o maior fator para desenvolvimento da infecção sistêmica e que pode se 

apresentar no neonato logo após o nascimento por meio do contato (EL 

MARSY et al., 2002). O conhecimento dos tipos de leveduras encontradas nas 

diferentes unidades neonatais pode definir o perfil etiológico de infecções 
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únicas ou epidêmicas que poderiam acometer os recém-nascidos que ali 

permanecem (CÉCCON et al., 2009; KREBS et al., 2009).  Candida spp 

presente na cavidade oral serve como um reservatório  leveduras fato que 

pode levar este microrganismo para todas as áreas do corpo podendo 

ocasionar infecção sistêmica (CATE et  al., 2009). Uma vez estabelecida a 

colonização, esta pode servir como fonte de infecção a qual associada a 

características individuais do paciente e da levedura, determinam a evolução 

para a sepse. 

Dos 125 neonatos estudados, 18 (14,4%) tiveram colonização oral 

positiva para leveduras. Estes dados são menores do que o estudo de 

Cerikcioglu et al., 2004, no qual obtiveram 32,8% da colonização oral e dos 

dados demonstrados por Mendiratta et al. (2006) que obtiveram 42,8% de 

leveduras na cavidade oral sendo esta o  sítio colonizado mais precocemente. 

Observamos que leveduras do gênero Candida foram as mais 

encontradas na cavidade oral com 86% (31/36) sendo que C. albicans foi a 

levedura mais encontrada. Esta espécie tem sido descrita como uma das mais 

freqüentes em colonização, não só da cavidade oral, mas também de amostras 

provenientes de “swab” retal, pele e trato intestinal. (GIUSIANO et al., 2004; 

MANZONI et al., 2007; BRECHT et al., 2008). 

C. albicans pode colonizar qualquer sítio anatômico do corpo desde a 

cavidade oral até o reto (STOLL et al., 2002; MANZONI et al., 2006). A 

entrada da levedura na cavidade oral não é suficiente para a 

colonização. É necessário que ela consiga se manter no local. A 

cavidade oral é um local que apresenta um fluxo salivar contínuo onde 

células leveduriformes são retiradas e deglutidas a menos que consigam 

se aderir e replicar. Não há praticamente nenhum crescimento na saliva 

dentro da cavidade oral, a menos que este local esteja em contato com 

suplementação com glicose (SAMARANAYAKE et al., 1986). Portanto, a 

adesão é um passo importante para a colonização. Esta aderência é 

mediada pelas proteínas de superfícies da parede da levedura que 

interagem com moléculas de superfície da mucosa oral (CANNON e 

CHAFFIN, 1999). Isto pode explicar a freqüência mais alta desta espécie 

na cavidade oral dos neonatos. Entretanto, outras espécies de Candida 
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também são encontradas. Caramalac et al. (2007) estudaram a presença 

de leveduras da mucosa oral de neonatos  e verificaram que C. 

guilliermondi (39,0%) foi a mais freqüente seguida de C. albicans 

(21,0%).  

 No presente trabalho, C. krusei foi isolada da cavidade oral de dois 

neonatos, mas sem desenvolvimento de sepse, porém esta espécie tem sido 

encontrada em  cavidade oral predispondo à infecção sanguínea em pacientes 

pediátricos (SINGHI et al., 2008).   

Cerikcioglu et al. (2004) realizaram a cultura de vários locais do corpo 

(axilas, reto, cavidade oral e umbigo) de neonatos com peso < 1500 g e entre 

1500 e 2500 g. A colonização oral fúngica foi detectada em 32,8%.  Somente 

6,2% dos neonatos colonizados desenvolveram septicemia por C. albicans. 

Apesar das pesquisas mostrarem uma porcentagem maior de 

colonização oral, comparado ao nosso presente trabalho, nós tivemos uma 

porcentagem maior de neonatos colonizados e que desenvolveram sepse 

(BALEY et al., 1986; PAPPU-KATIKANENI et al., 1990; SAIMAN et al., 2000; 

CERIKCIOGLU et al., 2004). Ou seja, dos 18 neonatos colonizados na 

cavidade oral, 33,4% (6/18) desenvolveram sepse pela mesma espécie.  

Tivemos 12 neonatos com sepse no período de estudo.  Encontramos 

colonização prévia em 60% destes casos, sendo que 50% foram por C. 

albicans.  

 A maior freqüência de C. albicans encontrada na colonização oral  e 

associada com a sepse, pode ser explicada, por fenômenos intrínsecos da 

levedura tais como, adesão,  capacidade em mudar a sua forma de levedura 

em pseudo-hifa e hifa verdadeira, conferindo a esta espécie propriedade 

invasiva e apresentando assim oportunidade de causar infecção sistêmica 

(CATE et al., 2009).  O maior arsenal de glicoproteínas presentes na parede 

celular da levedura e as interações moleculares que promovem uma sequência 

de eventos (formação da hifa, adesão, biofilme e “quorum sensing”) são 

complexos e tem sido estudados por alguns autores (NOBILE e MITCHEL, 

2006; CATE et al., 2009).  

Nós encontrados outras leveduras na cavidade oral: Trichosporon asahii 

e Rhodotorula rubra.  A levedura Trichosporon asahii tem sido registrada como 
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causadora de infecção nosocomial, considerada emergente e determinando 

alta mortalidade.  Trichosporon spp está relacionado a lesões benignas, como 

casos de piedra branca, porém, atualmente, também tem sido considerada 

leveduras que produzem infecções sistêmicas em indivíduos 

imunocomprometidos,  tendo sido relatada  em neonatos (WALSH et al., 2004).  

Apesar da colonização por Trichosporon ser pouco freqüente, a maioria das 

espécies isoladas são encontradas em pacientes de baixo peso, com uso de 

antibióticos de largo espectro, tempo de internação prolongado, que pode 

ocasionar manifestações clínicas inespecíficas e acompanhadas de alta 

mortalidade. (TÉLLEZ-CASTILLO et al., 2008; CHAGAS-NETO et al., 2008). 

Em nosso estudo, encontramos um paciente com colonização oral por T. 

asahii, mas que apresentou infecção sistêmica e óbito por C. parapsilosis. 

Apesar da colonização ter sido por Trichosporon asahii e a infecção ter sido por 

C. parapsilosis é imprescindível a atenção no primeiro agente, uma vez que 

relatos também associam Trichosporon spp com o uso de cateteres (WALSH et 

al., 2004).  

Rhodotorula rubra também foi isolada da cavidade oral de um neonato, 

mas que não desenvolveu sepse, porém é importante ressaltar que espécies 

de Rhodotorula tem sido consideradas emergentes causando infecções 

sistêmicas  associadas ao uso de cateteres (ZAAS et al., 2003). 

Com relação as amostras isoladas de cateteres, C. parapsilosis foi a 

espécie mais isolada.  Aparentemente, esta levedura não necessita de 

colonização oral prévia para causar infecção (CARTER et al., 2008).  O papel 

de C. parapsilosis como um patógeno adquirido de fonte exógena e produtor de 

biofilme, é bem conhecido e tem sido associado à alimentação parenteral, uso 

de dispositivos invasivos, e soluções contaminadas (MATSUMOTO et al., 2001; 

ALMIRANTE et al., 2005; ASBECK et al., 2007; CARTER et al., 2008). Apesar 

de alguns autores mencionarem que a principal fonte de infecção hospitalar por 

leveduras é a microbiota endógena, alguns autores tem relatado que as mãos 

dos profissionais de saúde também são considerados como fontes de 

colonização e infecção, especialmente por C. parapsilosis (CELEBI et al., 2008; 

ASBECK et al., 2007; CARTER et al., 2008).  Bonassoli et al. (2005) 

verificaram a presença de leveduras nas mãos de profissionais de saúde e 

também de pessoas da comunidade da mesma cidade, verificaram que  C. 
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parapsilosis foi a espécie mais isolada (51%) independente da origem e 

produtoras de biofilme.  Saiman et al. (2001) associou a virulência da levedura 

à capacidade de aderir a superfícies plásticas e, conseqüentemente, ao 

desenvolvimento de candidemia relacionado ao cateter. C. parapsilosis é capaz 

de proliferar em soluções com alta concentração de glicose, produzindo grande 

quantidade de material extracelular, formando biofilme na superfície do cateter, 

tendo capacidade de permanência e multiplicação no local, promovendo a sua 

disseminação (DOUGLAS, 2003; CARTER et al., 2008).  

  

5.3   Mortalidade, espécies de leveduras e peso dos  neonatos 

Dos 125 neonatos estudados, 12 apresentaram sepse por levedura, dos 

quais 11 evoluíram para óbito. Portanto, a mortalidade devido a infecção 

sistêmica por leveduras, no período de estudo, foi de 91.6% (11/12). A 

mortalidade devido somente ocasionada por  espécies do gênero Candida, foi 

de 83,4% (10/12). Este dado foi bem maior do que os achados de Chapman et 

al. (2003), que relataram uma mortalidade atribuída a candidemia em neonatos 

de 30%.  Sendo assim, os dados encontrados, em nosso trabalho, foram 

maiores do que vários trabalhos publicados. Estes estudos relatam mortalidade 

em neonatos por candidemia de 17% (JOHNSSON e EWALD, 2004) ; entre 

26% a 32% (MILLER et al., 2005); e de 52,6% (AGARWAL et al., 2004).  

Vários trabalhos relatam que a mortalidade por C. albicans é  maior do 

que as ocasionadas por Candida não-albicans. Candida albicans é mais 

virulenta do que as demais espécies e tem sido associada à maior invasão dos 

órgãos e, consequentemente, com maior mortalidade (BENJAMIN et al., 2003; 

AVILA-AGUERO et al., 2005; BENJAMIN et al., 2006).  A distribuição de 

Candida albicans, ao longo deste estudo, foi maior do que C. parapsilosis  

porém, nos neonatos com sepse por C. parapsilosis,  todos evoluíram para 

óbito, independente do peso do neonato.  Este fato pode ser devido à 

característica da própria levedura, como também pela sua entrada no 

organismo  facilitada por meio do cateter. 

 

Também, observamos que a maioria dos neonatos que evoluíram para 

óbito apresentavam peso < 1500g.  Por meio da estatística, observamos que  

neonatos com peso <1500g, quando apresentam septicemia, tem 2 vezes mais 
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probabilidade em evoluir para óbito. Nossos dados corroboram com Fratarelli et 

al. (2004) na qual 2-4,5% dos pacientes que pesaram abaixo de 1500g 

desenvolveram infecção fúngica do qual 50% dos casos foram fatais. 

 

Obervamos também, por meio de estatística. que neonatos com peso < 

1000 gramas tem 3 vezes mais probabilidade de apresentar colonização 

fúngica . Verificamos, por meio das Figuras 3 e 4, que pacientes com presença 

de colonização oral tem 8 vezes mais probabilidade em desenvolver sepse. 

Neonato com candidemia (sepse) tem 94 vezes mais probabilidade em evoluir 

para óbito.  Portanto, neonatos com peso < 1000g apresenta alto risco em 

evoluir para óbito devido a colonização oral. Estes dados corroboram com 

vários trabalhos os quais evidenciam que pacientes com peso < 1000 g são 

extremamente vulneráveis à infecção fúngica e, consequentemente, à óbito 

(STOLL et al., 2002; MANZONI et al., 2007).  A incidência por leveduras 

aumenta conforme diminui o peso dos neonatos, facilitando a colonização e 

promovendo maior oportunidade ao desenvolvimento da sepse acompanhada 

de alta mortalidade (BALEY et al., 1986; BENJAMIN et al., 2000; MAKHOUL et 

al., 2002; BENJAMIN et al., 2006).    Su et al., 2007 verificaram que os 

neonatos que evoluíram para óbito, com infecção por Candida spp 

apresentavam peso < 750 gramas. Pacientes criticamente enfermos, duração 

do tempo de internação, insuficiência renal, respiratória e neutropenia já são 

preditores de mortalidade, como tem sido descrito por diversos autores 

(GUDLAUGSSON et al., 2003; HAJJEH  et al., 2004; ALMIRANTE et al., 2005; 

AVILA – AGUERO et al., 2005; MANZONI et al., 2006). Estes mesmos fatores 

são preditores de sepse fúngica que aumenta mais ainda a taxa de mortalidade 

nas UTINs. No presente trabalho, estes fatores não foram analisados, porém 

analisamos as espécies de leveduras e seus tipos moleculares. 

 

5.4  Caracterização molecular das leveduras 

A colonização oral e de cateter associada à infecção tem sido 

demonstrada por meio das técnicas moleculares (CERIKCIOGLU et al., 2004; 

SHIN et al.,2005;  BLISS et al., 2008). Esta interação tem contribuído para o 

conhecimento dos tipos e fontes de transmissão (ROILIDES et al., 2003; 

ASBECK et al., 2007; BLISS et al., 2008; TAY et al., 2009). Desta maneira, nós 
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estudamos as amostras com a finalidade de elucidar os prováveis tipos de 

transmissão dentro da UTIN do Hospital Terciário de São Paulo. 

5.4.1 Diferenciação de C.albicans  e C. dubliniensis  

Todas as amostras de leveduras  identificadas fenotipicamente como 

sendo C. albicans foram testadas para a diferenciação de C. dubliniensis.  Esta 

espécie tem sido associada com candidíase oral em indivíduos HIV postitivos e 

pacientes com Aids (SULLIVAN, 2005). Porém, esta levedura já foi isolada em 

urina, secreção vaginal e sangue de pacientes não - HIV. Desta maneira, 

utilizamos outras técnicas fenotípicas e genotípicas para diferenciá-las, uma 

vez que são, através da identificação fenotípica tradicional semelhantes 

(GIAMMANCO et al., 2002). Todas as nossas amostras foram confirmadas 

serem da espécie C. albicans  por meio da técnica de PCR. Este resultado está 

de acordo com a baixa incidência de C. dubliniensis no Brasil (MARIANO et al., 

2003; CHAVASCO et al., 2006), bem como pode ser explicado devido ao fato 

de pacientes HIV utilizarem antifúngicos. C. dubliniensis é mais resistente aos 

derivados azólicos e alguns autores sugerem que esta espécie pode substituir 

C. albicans em vários sítios anatômicos do hospedeiro. (MARTINEZ et al., 

2002) Este fato,  provavelmente, não aconteceria nos neonatos estudados, 

uma vez que não se empregou azóis como profilaxia somente nos casos  após 

confirmação da infecção ou em casos de tratamento empírico. Baradkar et al. 

(2008) relataram um caso de sepsticemia por C. dubliniensis, entretanto não 

encontraram a fonte de infecção.  

 

5.4.2  Marcador Molecular – Técnica de PFGE  

A cariotipagem por PFGE (marcador molecular) tem sido descrita como 

método excelente, com alto poder discriminatório e boa reprodutibilidade 

(BRANCHINI et al., 1995; DIB et al., 1996; SARACLI et al., 2005). Das 54 

amostras isoladas, analisamos as 47 espécies de Candida. De acordo com os 

dados obtidos, a técnica de PFGE mostrou-se ser interespecífica e 

intraespecífica. 

 

5.4.2.1 Candida parapsilosis  

Shin et al., 2005 observaram variabilidade cromossomal em C. 

parapsilosis, não encontrando um perfil predominante. Neste estudo, os perfis 
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predominantes de C. parapsilosis foram PFGE-tipo IX e VII. O PFGE-tipo IX foi 

obtidos a partir de amostras isoladas de cateteres ou sangue  de dois pacientes 

internados no mesmo período (P15 e 23, TABELA 2 e FIGURA 11). O PFGE-

tipo VII foi isolado de cavidade oral de um paciente sem desenvolvimento de 

sepse (P18, TABELA 2); e de sangue e cateter de outro paciente (P10, 

TABELA 2). Os dados moleculares obtidos, juntamente com dados da 

literatura, sugerem que C. parapsilosis pode ter causado infecção sistêmica 

nos pacientes P10, P15 e  23  a partir de fonte exógena.  

Observamos apenas um caso de colonização oral prévia por C. 

parapsilosis seguida de sepse confirmada por técnica molecular, apresentando 

perfil genotípico VIII (P3, TABELA 2). Neste caso, as amostras da cavidade 

oral, cateter e hemocultura apresentaram perfis genotípicos similares (FIGURA 

10). É provável que a levedura tenha colonizado inicialmente a cavidade oral e 

por via endógena alcançado o sangue e cateter, como já descrito anteriormente 

por Klempp-Selb et al. (2000). Porém, não devemos esquecer que a 

epidemiologia de C. parapsilosis é complexa e que muitas vezes envolvem 

pacientes e a equipe médica. Devido a sua habilidade em aderir a materiais 

plásticos hospitalares,como já ressaltamos, é possível que este isolado tenha 

sido oriundo de fonte exógena e que teve a oportunidade de aderir a materiais 

veiculados ao neonato por meio das  mãos da equipe médica ou por meio de 

aparelhos hospitalares  contaminando  a cavidade oral do paciente.  

 

5.4.2.2 Candida  albicans  

Por meio da técnica de PFGE observamos associação dos perfis 

genotípicos das amostras de C. albicans isoladas do mesmo paciente e 

oriundas da cavidade oral, sangue e cateter com perfil genotípico I (P17, 

Tabela 2, Figura 9).  

Em sete neonatos estudados, verificamos que 30,0% (16/47) das 

amostras avaliadas por meio da técnica de PFGE apresentaram perfis similares 

(PFGE tipo V) distribuídos entre cavidade oral, cateter e hemocultura. Todos 

estes sete neonatos estavam internados no mesmo setor e mesmo período, 

sugerindo que a aquisição da levedura tenha sido de fonte comum, fato já 

descrito em trabalhos anteriores (HUANG et al., 1998; HUANG et al., 2004). 

Verificamos que no prazo de uma semana, 6 destes 7 neonatos foram 
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colonizados pela levedura PFGE tipo V (P 4,5,7,11,12 e 20; TABELA 2). Destes 

6, quatro desenvolveram sepse (P 4,5,11 e 20; TABELA 2) os quais dois destes 

foram a óbito (P4 e 11). Devemos salientar que o estudo foi realizado na 

cavidade oral que é, também, um sítio exposto a fontes externas. Isto poderia 

explicar a presença frequente do PFGE tipo V de C. albicans. 

 Neste estudo, outro neonato sofreu sepse sem colonização oral positiva 

(P13, TABELA 2). Neste caso, é provável que C. albicans PFGE tipo V tenha 

invadido a corrente sanguínea do neonato de outra maneira. C. albicans tem 

sido estudada quanto a formação de biofilmes por meio de testes “in vitro” 

(TUMBARELLO et al., 2007).  

Com exceção do PFGE tipo V e I, nenhum outro PFGE tipo de C. 

albicans foi isolada causando sepse. 

Com os dados representados pelas FIGURAS 6 e 7, notamos que, 

neonatos colonizados com C. albicans PFGE – tipo V tiveram 10 vezes mais 

probabilidade para desenvolver septicemia e 13 vezes mais probabilidade em 

evoluir para óbito. Os neonatos com C. albicans com PFGE tipo V 

apresentaram maior número de sepse e óbito, porém salientamos que seis 

deles apresentaram peso inferior a 1500 gramas, ao passo que neonatos com 

isolados de C. albicans PFGE tipo VI apresentaram peso superior a 1500 

gramas. Portanto, nestes casos, tanto os fatores relacionados a virulência da 

levedura, como o baixo peso do neonato  podem ter influenciado na morbidade 

e mortalidade dos pacientes.   

Dois neonatos, com suas incubadoras lado a lado, apresentaram mesmo 

marcador molecular PFGE tipo VI para C. albicans encontrada na cavidade oral 

sem sepse (P14 e 22; Tabela 2, Figura 12). Este fato pode estar relacionado a 

característica da levedura como fatores relacionados a virulência, ou outros 

que influenciam na sepse destes pacientes. Quanto a apresentarem o mesmo 

PFGE tipo, pode ser devido a manipulação de um neonato e logo após a 

manipulação do, outro; bem como pode ser devido ao perfil molecular similar 

de uma levedura endógena.   

As demais amostras de C. albicans isoladas da cavidade oral, do sangue 

ou cateter com outros PFGE-tipos (I, II, III e IV) foram encontrados em 

pacientes internados em setores e períodos diferentes. Sugerimos que estas 

amostras possam ser de origem endógena. 
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Desta maneira, a técnica de PFGE foi o rastreamento de transmissões 

como também alguns autores citam (HUANG et al., 2004; SHIN et al., 2007). 

Seria interessante a padronização da técnica molecular e homogeinização dos  

PFGE tipos. Assim, poderíamos comparar nossos achados moleculares com os 

PFGE tipos encontrados em outros trabalhos e, realizados do mesmo modo, a 

fim de conhecermos melhor a epidemiologia molecular mundial das espécies 

de Candida.  

 

5.4.3 Produção de exoenzimas (proteinase e fosffoli pase)  relacionadas à 

virulência  

O aumento da sobrevida dos neonatos reforça a importância quanto a 

assistência deste grupo vulnerável, bem como as dificuldades encontradas 

para a prevenção e controle das infecções por fungos. 

Desta maneira, tem-se notado uma maior necessidade em se estudar os 

fatores de patogenicidade das leveduras com o intuito de melhor compreensão 

dos mecanismos pelos quais os fungos causam a doença. Deste modo,  

auxiliar no desenvolvimento de novas propostas terapêuticas. Um dos fatores 

estudados foi a produção de exoenzimas, tais como proteinases e fosfolipases.  

Dentre as amostras isoladas da colonização, somente as amostras de 

Trichosporon asahii e uma de C. krusei produziram proteinase fortemente 

positiva (índice 3), porém sem desenvolver septicemia nos neonatos. E 25% 

das amostras da colonização oral produziram proteinase positiva (índice 2), 

mas sem associação com o desenvolvimento da sepse.  

Nossos dados mostraram que, das 26 amostras de C. albicans  isoladas 

da colonização oral, somente 7 amostras (27%) produziram proteinase positiva. 

Porém, das 6 amostras de C. albicans isoladas de sangue de neonatos com 

septicemia, 86,4% produziram esta enzima.  

Desta maneira, estudos mostram que a proteinase tem apresentado um 

papel importante na virulência (MATSUMOTO et al., 2001; SILVA et al., 2007). 

Matsumoto et al. (2001) mostraram que 87,5% das amostras de C. albicans  

isoladas de sangue e cateter produziram proteinase fortemente positiva. Silva 

et al. (2007) mostraram que 92,8% das amostras de C. albicans isoladas de 

candidúria produziram proteinase. Alguns estudos mostram que a atividade 

proteolítica extracelular é um fator de virulência importante em C. albicans e 
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está associada com as proteínas aspárticas secretadas (SAPs), que são 

codificadas por uma família de pelo menos 10 genes expressando, 10 tipos 

diferentes de proteinases. Estas enzimas assumem papéis variados durante o 

processo de infecção no hospedeiro, uma vez que cada uma delas tem funções 

diferentes, como por exemplo, SAP2, SAP 9 são fortemente expressas nas 

infecções sistêmicas (SCALLER et al., 2005).  

Em nosso estudo, observamos que, das amostras de C. parapsilosis 

91,0% produziram proteinase, ou seja, 63,3% (7/11) índice 2 e 27,3% (3/11) 

índice 3,   o que contradiz alguns estudos, os quais relataram que espécies não 

– albicans não são produtoras ou com baixa produção de proteinase quando 

comparadas às C. albicans (GOKCE et al., 2007; RORIG et al., 2009). Todas 

estas amostras com produção de proteinase foram isoladas de cateter e 

sangue. Nossos dados corroboram com os de Bonassoli et al. (2005) na qual 

todas as C. parapsilosis estudadas foram produtoras de proteinase. Matsumoto 

et al. (2001) observaram que 96,4% das suas amostras de C. parapsilosis 

isoladas de sangue e cateter produziram proteinase fortemente positivas. 

Nenhuma outra espécie de levedura salvo C. albicans, apresentou 

atividade fosfolipídica. Este dado corrobora com os achados de Ibrahim et al. 

(1995) que mostra somente C. albicans como produtora da enzima. Em nosso 

estudo, das 26 amostras de C. albicans, isoladas da cavidade oral, 77,0% 

mostraram atividade fosfolipídica índice 2 e uma amostra foi fortemente positiva 

para esta enzima.  A maioria das amostras de C.albicans isoladas na cavidade 

oral foram mais produtoras de fosfolipase do que de proteinase.  

Todas as amostras de C. albicans isoladas de cateter e sangue foram 

produtoras de fosfolipase positiva ou fortemente positiva, ao passo que nem 

todas estas mesmas amostras foram produtoras de proteinase. 

Nós também observamos que, das 5 amostras de C. albicans que 

colonizaram na cavidade oral dos neonatos (P4,5,11,17 e 20) e que depois 

desenvolveram sepse, 4 (80%)  apresentaram produção de fosfolipase, 

incluindo a amostra fortemente positiva.  

A fosfolipase está presente na extremidade da forma filamentosa desta 

levedura e está relacionado com maior capacidade em invadir o tecido. 

Algumas funções da fosfolipase durante a infecção têm sido postuladas, entre 
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elas: penetração à célula do hospedeiro, adesão às células epiteliais e invasão 

de epitélio oral humano (SCHALLER et al., 2005).  

Observamos que amostras de C. albicans isoladas de colonização oral e 

posteriormente do sangue do mesmo neonato apresentavam PFGE tipo V  e  

produziram proteinase e/ ou fosfolipase, com índices 2 ou 3 . Somente uma 

amostra PFGE tipo V (P12, Tabela 2) não apresentou produção destas 

enzimas. E amostras isoladas de um neonato (P17) com PFGE tipo I 

produziram enzimas, tanto proteinase, como fosfolipase.  Os demais PFGE 

tipos de Candida albicans (II,III,IV e VI) apresentaram pelo menos produção de 

uma destas enzimas, porém nenhum destes neonatos com amostras destes 

perfis desenvolveram septicemia. 

Portanto, salientamos que PFGE tipo V, o mais freqüente nas amostras 

de C. albicans, pode apresentar pelo menos um dos fatores de virulência 

estudados neste trabalho.  

Apesar das amostras de C. albicans isoladas da colonização oral, e que 

desenvolveram sepse, apresentarem PFGE tipo V, os perfis enzimáticos foram 

diferentes.  

Estes mecanismos de produção destas enzimas variam de paciente para 

paciente e apresentam uma complexidade de resultados. Os genes que 

expressam estas enzimas podem ser reprimidos ou não de acordo com o 

estímulo dado pelo paciente ou de acordo com a necessidade em produzir 

estas enzimas para invadir o tecido do hospedeiro (SCHALLER et al., 2005). 

 As amostras de Pichia não produziram estas enzimas, mostrando que 

sua patogenicidade pode estar relacionados a outros fatores de virulência, uma 

vez que outros estudos tem também demonstrado a ausência de produção das 

mesmas (PAULA et al., 2006). Ressaltamos que houve produção fosfolipase de 

na maioria das amostras de colonização oral associadas a sepse. 

 Todas as amostras do gênero Candida isoladas de sepse e cateter 

foram produtoras de pelo menos uma exoenzima. 

Portanto, não houve uma correlação significativa da produção de 

proteinase e fosfolipase com relação a espécies de leveduras encontradas 

assim como, com as amostras isoladas da colonização oral, sangue e cateter. 

Embora, as amostras isoladas de sangue e cateter tenham produzido  pelo 

menos uma das enzimas estudadas.  
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Estudos mais acurados com relação à produção destas exoenzimas 

devem ser realizados, tal como, estudos em meio líquido e realização de 

técnicas de eletroforese.  

 

5.5 Sensibilidade aos antifúngicos 

Em relação aos testes de sensibilidade, todos os isolados de leveduras 

avaliados apresentaram 100% de sensibilidade “in vitro”, pelo método de Etest 

segundo critérios de leitura adotados e segundo a categorização descrita nos 

documentos CLSI (M27 A2, 2002;  M27-S3, 2008).  

Alguns autores recomendam que pacientes de risco para candidemia e 

que apresentam febre e que não respondem a antifungicoterapia, recebam 

terapia empírica e, uma vez diagnosticada a infecção por leveduras, 

submetam-se ao início imediato do tratamento. A escolha terapêutica inicial 

depende do estado clínico do paciente, da presença de insuficiência renal, do 

conhecimento da espécie de Candida e da sensibilidade ao antifúngico. 

C. albicans é a levedura mais isolada nas colonizações, mas também é 

a espécie mais invasiva e foi descrita sendo a mais sensível ao fluconazol com 

CIM 90 ≤1 µg/mL (SAFDAR et al., 2001). Em nosso estudo, a maior CIM 50 

para o fluconazol foi encontrada nas amostras de C. albicans, seguida de C. 

parapsilosis e C. krusei. Porém, a maior CIM 90 para fluconazol foi observada 

para C. krusei, seguida de C. albicans e C. parapsilosis. Apesar de C. krusei 

ser uma espécie relatada como intrinsicamente resistente ao fluconazol 

(WINGARD et al., 1991) o teste “in vitro” mostrou sensibilidade das amostras 

frente a este antifúngico. Estes dados corroboram com os achados de 

MATSUMOTO et al., 2001; MATSUMOTO et al., 2007). Estas cepas deverão 

ser melhor estudadas e podemos realizar outros testes de sensibilidade “in 

vitro” como o CLSI e EUCAST. O fluconazol é o azol mais estudado em 

neonatos, incluindo sua farmacocinética (SAXEN et al., 1993). A dosagem 

utilizada neonatos foi descrita em estudo empregando este fármaco como 

profilático durante, uma epidemia por C. parapsilosis. (SAXEN et al., 1995).  

Convém salientar que as  maiores CIMs foram encontradas em amostras 

provenientes do sangue e cateter.  Apesar dos valores serem menores que 

1µg/mL é importante relatarmos os dados obtidos uma vez que a administração 

de antifúngicos, especialmente do fluconazol, tem sido descrita como uma 
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forma de reduzir a colonização e, consequentemente, a infecção por leveduras 

(BERTINI et al., 2005; HEALY et al., 2005). C. glabrata e C. parapsilosis vêm 

mostrando resistência após exposição ao fluconazol fato que pode modificar a 

prevalência de C. albicans por espécies não albicans (CASTAGNOLA et al., 

2004). Porém, há controvérsias, conforme Manzoni et al. (2008) têm  relatado o 

uso de fluconazol como um antifúngico que não seleciona cepas resistentes. É 

importante ressaltar que o uso profilático por antifúngicos deve ser melhor 

estudado levando-se em conta a gravidade do estado geral do neonato.  Já 

tem sido descrito casos de infecção por fungos filamentosos em substituição as 

infecções por Candida spp devido ao amplo uso de triazólicos em pacientes 

imunocomprometidos (CASTAGNOLA et al.,2004). 

As amostras de C. parapsilosis mostraram maior CIM 50 para 

anfotericina B, e maior CIM 90 para fluconazol. Pappas et al. (2004) relataram 

que anfotericina B e fluconazol são as drogas de escolha para tratar 

candidemia em neonatos.  A anfotericina B deoxicolato é nefrotóxica e esta 

toxicidade para os neonatos é similar à dos adultos (FRATTARELLI et al., 

2004). As formulações lipídicas da anfotericina são indicadas como tratamento 

de primeira linha, bastante utilizado por neonatologistas, quando pacientes de 

alto risco desenvolvem intolerância à anfotericina B, ou quando apresentam 

outros problemas, inclusive insuficiência  renal (ROWEN, 2001; RUEDA, 2006).  

Krebs et al., 1999 avaliaram a eficácia da formulação lipídica da 

anfotericina B em neonatos com candidíase sistêmica, durante o período de 

1994 a 1996. Concluíram que o tratamento com formulação lipídica foi mais 

efetivo e com diminuição dos efeitos colaterais em comparação com o uso da 

anfotericina convencional.  

A CIM 50 do voriconazol foi maior frente a C. albicans. O voriconazol é 

um derivado sintético do fluconazol e tem sido ativo contra cepas de C. krusei e 

C. glabrata. Tem tem sido descrito como um fármaco seguro em neonatos 

(KULLBERG et al., 2005; KOHLI et al., 2008).  

A maior CIM 50 do itraconazol foi averiguada em C. krusei.  Este 

antifúngico assim, como cetoconazol raramente são utilizados em neonatos 

(ROWEN, 2001).  Itraconazol é uma droga recente em relação ao cetoconazol 

e provoca menos hepatotoxicidade. Porém ambos tem demonstrado efeito 
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fungistático o que não justifica substituir a anfotericina B em associação com 

fluconazol no tratamento dos neonatos (BLISS et al., 2003).  

Caspofungina é uma droga pertencente a classe das equinocandinas e 

tem sido descrita como ativa com ação fungicida, sobre as espécies de 

Candida, inclusive com relação as espécies resistentes ao fluconazol. Esta 

droga tem sido estudada em crianças e adultos, e tem se revelado como 

antifúngico eficaz e seguro podendo ser, futuramente, um fármaco de escolha 

para o tratamento em neonatos (BLISS et al., 2003). 

Portanto, as amostras de leveduras isoladas em nosso estudo foram 

sensíveis “in vitro”, porém mesmo com o tratamento com antifúngicos, a 

mortalidade encontrada foi alta. Os óbitos observados foram associados com a 

infecção fúngica, mas não foi possível concluir se o antifúngico, administrado 

ao paciente, não foi eficaz a tempo ou se os fatores não-infecciosos associados 

ao neonato influenciaram na alta mortalidade dos mesmos. 

Sabe-se que não existe um procedimento padrão ideal para a realização 

do antifungigrama. Empregamos, neste estudo, o “kit” comercial Etest que é  

uma técnica reprodutível, de fácil execução mostrando alta concordância com 

técnicas de microdiluição padronizadas pelo CLSI (DIAS et al., 2006; 

MATSUMOTO et al., 2007). Porém, parâmetros de sensibilidade e resistencia 

às drogas, pelos testes acima citados, são ainda controvérsos. Ainda não há 

uma correlação consistente entre a sensibilidade “in vitro” e os resultados 

clínicos, fato  que dificulta a escolha terapêutica.  

Vários estudos levam em consideração a presença de colonização oral 

como um sinaleiro biológico, levando o neonato a uma possível infecção 

fúngica sistêmica. Medidas profiláticas devem ser impostas após a averiguação 

da colonização. Estudos mostram que a colonização inicial ocorre nas duas 

primeiras semanas de vida (BALEY et al., 1986; CANNON e CHAFFIN, 1999; 

CARAMALAC et al., 2007; MANZONI et al., 2007; Cate et al., 2009). Este é o 

mesmo período relacionado com as infecções fúngicas após colonização, 

salientando a urgência em se isolar e identificar as leveduras (MENDIRATTA, 

2006; CHAPMAN, 2007).   Desta maneira, a detecção precoce da colonização 

oral e identificação da levedura pode auxiliar no controle das infecções fúngicas 

e no aparecimento de possíveis surtos hospitalares. 
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Salientamos que neste estudo, pudemos averiguar  colonização oral, 

coloinização no cateter, casos septicemia e de óbito. Porém, outros sítios 

anatômicos devem ser estudados assim com outros fatores predisponentes à 

infecção fúngica. 

A colonização oral mostrou ser um importante fator para o 

desenvolvimento de sepse fúngica sendo um sinaleiro biológico. Também 

convém salientar o papel de cateter colonizado. Todas as amostras de isoladas   

de sangue e cateter produziram, pelo menos,uma das duas enzimas, sendo 

que estes resultados devem ser melhor estudados. Dentre os perfis 

moleculares das leveduras, o PFGE tipo V de C. albicans foi o mais frequente e 

teve associação com colonização oral e o desenvolvimento de sepse, assim 

como candidemia e posterior óbito. Outro parâmetro que deve ser levado em 

consideração foi o  baixo peso dos neonatos que aumentou a probabilidade de  

colonização oral e o desenvolvimento de sepse e óbito. Desta maneira, apesar 

dos parâmetros estudados, com resultados importantes, outros fatores devem 

ser pesquisados com relação aos neonatos de alto risco para assim diminuir a 

ocorrência de leveduras e a mortalidade destas crianças.  

À nosso ver, a importância direta destes resultados é propiciar ao 

médico uma estimativa dos fatores de risco, direcionar prognósticos e, talvez, 

auxiliar em terapias mais adequadas, nos casos de alto risco para óbito. 
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1. Dos 125 neonatos estudados, 14,4% apresentaram colonização oral; 

9,6% desenvolveram septicemia por fungos e 4,8% apresentaram 

colonização no cateter. 

2. As leveduras mais frequentes foram: colonização oral - C. albicans 

(72,2%); cateter - C. parapsilosis (66,7%) e sangue – C. albicans (50%). 

3. Entre os 12 casos de septicemia, 11 (91,3%) evoluíram para óbito. 

Candida albicans foi mais isolada em septicemia neonatal (50%), 

seguida de C. parapsilosis (33,5%). 

4. Com relação a produção de fatores relacionados a virulência (proteinase 

e fosfolipase) as amostras de leveduras isoladas de cateter e sangue 

produziram pelo menos uma das duas enzimas. 

5. Não houve correlação entre as amostras isoladas de boca, cateter e 

sangue em relação a produção de exoenzimas. 

6. Todas as amostras de leveduras pertencentes ao Candida, Trichosporon 

e Pichia foram avaliadas foram sensíveis frente aos antifúngicos: 

anfotericina B, fluconazol, itraconazol, cetaconazol, voriconazol e 

caspofungina, empregando-se o método de E-test. 

7. As amostras de leveduras do gênero Candida apresentaram diversos 

PFGE-tipos sendo, para C. albicans que o tipo V (5 bandas; com 

variação de peso molecular de 825 a 2200kb) foi o mais freqüente.  

8. Colonização oral por PFGE tipo V de C.albicans tem 9,92 vezes maior 

probabilidade (RR-risco relativo)em desenvolver septicemia quando 

comparada com outros PFGE tipos da mesma espécie, independente do 

peso do neonato.  

9.  Septicemia por PFGE tipo V de C. albicans tem 13,71 vezes maior 

probabilidade (RR) em evoluir levar o neonato ao óbito, quando 

comparada com outros PFGE tipos da mesma espécie, independente do 

peso do neonato. 

10.  Por meio da técnica de PFGE observamos que, dos 10 casos de sepse 

causado por espécies de Candida, 60% estiveram associados com a 

colonização oral prévia pela mesma espécie, e com perfis moleculares 

similares, sendo que destes, 66,7% foram  PFGE do tipo V.  

11. Os neonatos com colonização oral possuem um RR de 8 para 

desenvolver septicemia.. 



Conclusões  89 

 

 

12. Os neonatos com septicemia por leveduras, tem um RR de 94 evoluir 

para óbito. 

13. Os neonatos abaixo de 1000 g possuem RR de 3,0 para a ocorrência de 

colonização oral e de 2,8 em relação a evolução para o óbito. 
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