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Thomaz DY. Complexo Candida parapsilosis: identificação molecular das espécies, 

análise proteômica dos biofilmes por MALDI-TOF MS e investigação de um surto 

envolvendo isolados clínicos resistentes aos azólicos [tese]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2018. 

INTRODUÇÃO: A frequência de Candida parapsilosis tem apresentado considerável 

aumento em UTIs neonatais. Embora a taxa de resistência dessa espécie aos azólicos 

seja baixa, recentemente têm sido relatados surtos de candidemia por isolados 

resistentes. A capacidade de adesão e formação de biofilme por essa espécie confere 

maior potencial patogênico e resistência aos antifúngicos. Portanto, a vigilância 

epidemiológica, tanto da resistência aos antifúngicos como da virulência dos isolados, é 

fundamental para o controle e prevenção das infecções e surtos hospitalares. A técnica 

de MALDI-TOF MS pode ser uma ferramenta útil para realizar análises proteômicas 

das células planctônicas e sésseis de Candida parapsilosis, e identificar possíveis alvos 

terapêuticos ou biomarcadores, específicos do biofilme. MÉTODOS: Isolados clínicos 

do complexo Candida parapsilosis de dois hospitais universitários públicos brasileiros, 

foram submetidos à identificação por RAPD, RFLP e MALDI-TOF MS e aos testes de 

suscetibilidade aos antifúngicos. Ensaios de formação de biofilme foram realizados para 

quantificar a biomassa, a atividade metabólica e ainda, avaliar atividade in vitro dos 

antifúngicos contra as células sésseis dos isolados com alta formação de biofilme. A 

análise proteômica por MALDI-TOF MS das células planctônicas e sésseis dos isolados 

com alta formação de biofilme, foi realizada nas plataformas VITEK-MS™ e 

Microflex™. Isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) foram genotipados por 

PFGE e análise de microssatélites. Os genótipos foram correlacionados com dados 

clínicos, para investigar a ocorrência de um surto em CTI adulto, e as sequências do 

gene ERG11 dos isolados não suscetíveis aos azólicos (NSA) foram analisadas. 

RESULTADOS: Foram obtidos 38 isolados do complexo Candida parapsilosis, sendo 

Candida parapsilosis (sensu stricto) a espécie de maior frequência, superando 80% em 

ambos os hospitais, seguida de C. orthopsilosis e C. metapsilosis. Embora todos os 

isolados tenham sido suscetíveis à anfotericina B (< 2 mg/L) e apresentado 

suscetibilidade intermediária à anidulafungina, caspofungina e micafungina (> 0,002 

mg/L), elevada frequência de não suscetibilidade (resistência ou suscetibilidade 

intermediária) ao fluconazol e voriconazol foi observada entre isolados de um dos 



 

hospitais. Alta formação de biofilme foi observada apenas entre os isolados da espécie 

Candida parapsilosis (sensu stricto). Por outro lado, a maioria dos isolados NSA, 

apresentou baixa formação de biofilme e baixa atividade metabólica. Apenas 

anfotericina B apresentou atividade contra os biofilmes de Candida parapsilosis. As 

duas plataformas de MALDI-TOF MS conseguiram diferenciar os perfis proteômicos 

das células planctônicas e sésseis dos isolados. A genotipagem de Candida parapsilosis 

(sensu stricto) revelou a persistência de isolados clonais NSA e a mutação A395T no 

gene ERG11 foi identificada exclusivamente entre os isolados resistentes ao azólicos. O 

uso de corticosteroide foi associado, estatisticamente, com a ocorrência de isolados 

clonais NSA. CONCLUSÕES: Candida parapsilosis (sensu stricto) se mantém como a 

principal espécie do complexo em infecções sanguíneas. Isolados resistentes aos 

azólicos, com mutações no gene ERG11, ocorreram nos dois hospitais avaliados. A 

correlação dos genótipos com os dados clínicos evidenciou a ocorrência de um surto 

envolvendo isolados clonais NSA, com associação estatisticamente significativa, ao uso 

prévio de corticosteroides. Candida parapsilosis (sensu stricto) foi a única espécie que 

apresentou alta formação de biofilme, o qual demonstrou elevada resistência às 

equinocandinas. As duas plataformas de MALDI-TOF MS, diferenciaram os perfis 

proteômicos, das células planctônicas e sésseis de Candida parapsilosis, demonstrando 

o potencial emprego dessa tecnologia na identificação de possíveis alvos terapêuticos ou 

biomarcadores, específicos de biofilmes. 

Descritores: micologia; candidemia; Candida parapsilosis; antifúngicos; 

farmacorresistência fúngica; biofilme; biologia molecular; técnicas de genotipagem; 

mutação; espectrometria de massas. 

 

 

 

 

 



 

Thomaz DY. Candida parapsilosis complex: molecular identification of species, 

proteomic analysis of biofilms by MALDI-TOF MS and investigation of an outbreak 

involving azole-resistant clinical isolates [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2018. 

INTRODUCTION: The frequency of Candida parapsilosis isolates has increased 

considerably in neonatal ICUs. Although resistance to azoles is usually low in this 

species, candidemia outbreaks by resistant isolates have been recently reported. The 

ability of adhesion and biofilm formation by this species confers higher pathogenic 

potential and resistance to antifungal agents. Therefore, establishment of profiles of 

antifungal susceptibility and virulence, besides the epidemiological surveillance of C. 

parapsilosis isolates are essential for the control and prevention of nosocomial 

infections and outbreaks. The MALDI-TOF MS technique can be a useful tool to 

perform proteomic analyzes of the planktonic and sessile cells of Candida parapsilosis, 

identifying possible biofilm-specific therapeutic targets or biomarkers. METHODS: 

Candida parapsilosis clinical isolates from two Brazilian public university hospitals 

were identified by RAPD, RFLP and MALDI-TOF MS and submitted to antifungal 

susceptibility tests. Biofilm formation assays were carried out to quantify the biomass 

and metabolic activity, and to evaluate the in vitro activity of antifungal drugs against 

the sessile cells of the isolates with high biofilm formation. Proteomic analysis of the 

planktonic and sessile cells of the isolates with high biofilm formation was performed in 

two MALDI-TOF MS platforms, VITEK-MS™ and Microflex™. Candida parapsilosis 

(sensu stricto) isolates were genotyped by PFGE and microsatellite analysis. The 

genotypes were correlated with clinical data to investigate the occurrence of an outbreak 

in the adult ICU and ERG11 gene sequences from non-susceptible to azoles (NSA) 

isolates were also analyzed. RESULTS: 38 clinical isolates of the Candida parapsilosis 

complex were obtained, with Candida parapsilosis (sensu stricto) being the most 

frequent species (exceeding 80% in both hospitals), followed by C. orthopsilosis and C. 

metapsilosis. Although all isolates were susceptible to amphotericin B (< 2 mg/L) and 

showed intermediate susceptibility to anidulafungin, caspofungin e micafungin (> 0,002 

mg/L), high frequency of non-susceptibility (resistance or intermediate susceptibility) to 

fluconazole and voriconazole was observed among isolates from one of the hospitals. 

High biofilm formation was only observed among isolates of the Candida parapsilosis 



 

(sensu stricto) species. On the other hand, most of the NSA isolates presented low 

biofilm formation and low metabolic activity. Only amphotericin B showed activity 

against Candida parapsilosis biofilms. The two MALDI-TOF MS platforms were able 

to differentiate the proteomic profiles of planktonic and sessile cells of isolates. 

Candida parapsilosis (sensu stricto) genotyping revealed the persistence of clonal NSA 

isolates. The A395T mutation in the ERG11 gene was identified exclusively among 

azole resistant isolates. The use of corticosteroid was statistically associated with the 

occurrence of clonal NSA isolates. CONCLUSIONS: Candida parapsilosis (sensu 

stricto) remains the main species of the complex in bloodstream infections. Azole-

resistant isolates with mutations in the ERG11 gene are emerging in the two hospitals 

evaluated. Additionally, the correlation between the genotypes and the clinical data 

showed the occurrence of an outbreak involving isolates resistant to azoles, with a 

statistically significant association with previous use of corticosteroids. Candida 

parapsilosis (sensu stricto) was the only species that presented high biofilm formation 

and resistance against echinocandins. The two MALDI-TOF MS platforms 

differentiated the proteomic profiles of the planktonic and sessile cells of Candida 

parapsilosis, demonstrating the potential use of this technology to identify possible 

biofilm-specific therapeutic targets or biomarkers. 

Descriptors: mycology; candidemia; Candida parapsilosis; antifungal agents; 

antifungal drug resistance; biofilm; molecular biology; genotyping techniques; 

mutation; mass spectrometry. 



1 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A epidemiologia das infecções fúngicas sofreu grandes alterações nas últimas 

décadas, contudo, Candida permanece como um dos principais patógenos responsáveis 

por doenças graves em pacientes críticos (Bongomin et al., 2017). Candidíase invasiva é 

um problema emergente em todo o mundo devido à implementação de terapias 

imunossupressoras agressivas (por exemplo, quimioterapia e transplantes), advento de 

novos fármacos imunomoduladores, aumento do uso de dispositivos invasivos, como 

cateter venoso central (CVC) e, ainda, cirugias abdominais de grande porte e uso de 

antibióticos de amplo espectro (Enoch et al., 2017). 

A taxa de mortalidade, o tempo de internação e os custos associados às infecções 

por Candida spp., estão entre os mais elevados dos episódios de infecções relacionadas 

à assistência à saúde (IRAS). Além disso, a emergência de isolados multirresistentes 

(duas ou mais classes de antifúngicos) reforça a importância da vigilância 

epidemiológica dessas infecções (Pfaller e Castanheira, 2016; Pappas et al., 2018). 

Aproximadamente 700 mil casos de candidíase invasiva, principalmente 

candidemia, foram estimados recentemente em uma análise global de infecções fúngicas 

que, entretanto, não incluiu China, India e EUA (Bongomin et al., 2017). No Brasil, a 

prevalência de candidemia, com cerca de 29 mil casos por ano, foi a segunda maior 

entre 39 países, atrás apenas do Paquistão (Giacomazzi et al., 2016; Bongomin et al., 

2017). A incidência brasileira dessa infecção tem aumentado acentuadamente nas duas 

últimas décadas, como consequência das mudanças nas características clínicas dos 
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pacientes e do limitado número de agentes antifúngicos disponíveis (Nucci, Queiroz-

Telles, et al., 2013). 

A maior parte dos casos ocorre em unidades de terapia intensiva (UTI), com 

incidência de 5 a 10 vezes mais elevada, quando comparada às demais unidades 

hospitalares (Oud, 2016; Pappas et al., 2016). Taxas de mortalidade superiores a 40% 

têm sido associadas a essas infeções, mesmo após a introdução de novos agentes 

antifúngicos (Antinori et al., 2016). 

A infecção de corrente sanguínea relacionada ao cateter é uma das infecções 

nosocomiais mais frequentes, com elevadas taxas de morbidade e mortalidade 

associadas (Bouza et al., 2014). Candida spp. são responsáveis por cerca de 9% dos 

episódios dessas infecções na UTI, sendo o terceiro ou quarto agente mais 

frequentemente isolado (Bouza et al., 2014; Candel et al., 2018). 

Espécies de Candida aderem avidamente aos materiais utilizados na fabricação de 

CVC, tornando-o uma fonte potencial de infecção e, consequentemente, um importante 

fator de risco para candidemia (Giri e Kindo, 2012). A manipulação inadequada dos 

dispositivos médicos pelos profissionais de saúde possibilita a infecção dos pacientes 

por isolados exógenos (Guinea, 2014). 

O gênero Candida contém cerca de 300 espécies, das quais ao menos 30 causam 

doenças em humanos (Turner e Butler, 2014; Criseo et al., 2015; Pfaller e Castanheira, 

2016). Entretanto, mais de 90% das infecções invasivas são causadas por cinco espécies 

principais: Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, e C. krusei 

(Köhler et al., 2017; Pappas et al., 2018; Richardson et al., 2018). 

A ordem de distribuição dessas espécies pode variar de acordo com a localização 

geográfica e o grupo de risco atingido (Pemán e Quindós, 2016; Pfaller e Castanheira, 
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2016; Pappas et al., 2018). Candida albicans tem sido a espécie mais frequentemente 

isolada dos episódios de candidemia, entretanto, nos últimos anos, espécies de Candida 

não-albicans (CNA) tornaram-se relevantes (Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018). 

Dentre essas, estão as leveduras do complexo C. parapsilosis, ou denominadas C. 

parapsilosis (sensu lato), cuja frequência teve grande aumento nas últimas décadas 

(Guinea, 2014). 

Três grandes programas de vigilância de base populacional, um mundial e dois 

norte-americanos (SENTRY, PATH, CDC), apresentaram a seguinte distribuição: C. 

albicans > C. glabrata > C. parapsilosis > C. tropicalis > C. krusei (Pfaller et al., 2011; 

Cleveland et al., 2012; Pfaller et al., 2012), enquanto no programa de vigilância 

brasileiro (BrSCOPE), C. glabrata apresentou menor frequência: C. albicans > C. 

parapsilosis > C. tropicalis > C. glabrata > C. krusei (Doi et al., 2016). Embora C. 

albicans tenha sido o principal agente de candidemia, as CNA representaram mais da 

metade dos isolados em ambos os estudos, contrapondo-se aos resultados divulgados 

anteriormente pelos programas SCOPE e ARTEMIS DISK (Wisplinghoff et al., 2004; 

Pfaller et al., 2010). As diferenças encontradas na proporção de episódios causados por 

C. glabrata e C. parapsilosis, podem ser consequência do impacto climático, e de 

diferentes condutas terapêuticas e cuidados com CVC (Guinea, 2014). 

Candida parapsilosis tem sido o principal agente causador de candidemia em 

alguns centros médicos dos EUA, Europa, Ásia e da América Latina, dentre os quais o 

Brasil, principalmente em UTIs neonatais (Bassetti et al., 2013; Nucci, Queiroz-Telles, 

et al., 2013; Marcos-Zambrano, Escribano, Sánchez, et al., 2014; Pfaller et al., 2014; 

Chan et al., 2015; Caggiano et al., 2017; Da Matta et al., 2017; Mantadakis et al., 

2018). 
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Essa levedura é considerada comensal de pele, unha e mucosas de seres humanos e 

de mamíferos, e também ubíqua na natureza, por ser facilmente isolada de solo, plantas 

e água do mar (Van Asbeck et al., 2009). Foi identificada, pela primeira vez, como um 

agente patogênico em 1940, ao causar uma endocardite fatal em um usuário de drogas 

intravenosas (Joachim e Polayes, 1940; Trofa et al., 2008; Silva et al., 2012). 

Manifestações clínicas de C. parapsilosis incluem: endocardite, meningite, 

peritonite, artrite, endoftalmite, ceratite, otomicose, onicomicose, vulvovaginite e 

infecção do trato urinário (Van Asbeck et al., 2009; Singaravelu et al., 2014). O 

acometimento do sistema nervoso central (SNC) por Candida spp. pode ser decorrente 

da disseminação da infecção, e eleva as taxas de mortalidade para aproximadamente 

90% (Góralska et al., 2018). O maior número de casos de candidíase do SNC tem sido 

observado em crianças e neonatos (Katragkou et al., 2017). Candida parapsilosis 

merece atenção, devido ao aumento de sua frequência nesta população (Trofa et al., 

2008). 

Com o advento das técnicas moleculares em estudos taxonômicos, foi demonstrada 

a heterogeneidade genética entre os isolados de C. parapsilosis, pelo sequenciamento da 

região Internally Transcribed Spacer (ITS) (Lin et al., 1995); esta heterogeneidade foi 

então confirmada, pelo polimorfismo apresentado após restrição enzimática de seus 

DNA totais, indicando que esta espécie consistia em três grupos de variantes: grupo I, 

grupo II e grupo III (Roy e Meyer, 1998). Posteriormente, a análise de Multilocus 

Sequence Typing (MLST) evidenciou diferenças genotípicas suficientes para a definição 

de novas espécies: Candida parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis, C. 

metapsilosis, correspondentes aos grupos I, II e II, respectivamente (Tavanti et al., 

2005).  
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Devido à insuficiência das técnicas micológicas tradicionais para distinguir com 

precisão as espécies crípticas pertencentes a esse complexo, métodos moleculares têm 

sido utilizados (Criseo et al., 2015). Entre eles, estão as técnicas de Random Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD) e de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), 

descritos por Tavanti et al. (2005). A técnica de Matrix-Assisted Laser Desorption 

Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) também tem sido 

empregada para a identificação de C. parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis e C. 

metapsilosis, mas o seu desempenho varia de acordo com a plataforma e versão do 

software utilizadas (Chao et al., 2014; Nobrega De Almeida Júnior et al., 2014; Zhao et 

al., 2017). 

Candida parapsilosis (sensu stricto) é isolada de espécimes clínicos, com maior 

frequência, e apenas cerca de 10% dos isolados são representados por C. orthopsilosis e 

C. metapsilosis. Diferenças na suscetibilidade aos antifúngicos e capacidade de 

formação de biofilme têm sido observadas entre as três espécies (Trofa et al., 2008; 

Nosek et al., 2009). 

As infecções por C. parapsilosis têm sido atribuídas ao uso prolongado de cateteres 

e outros dispositivos invasivos. Enquanto a doença invasiva por C. albicans e C. 

tropicalis ocorre por transmissão vertical, normalmente precedida de colonização, C. 

parapsilosis é frequentemente transmitida horizontalmente, por fontes externas 

contaminadas, como as mãos dos profissionais de saúde, fluídos, cateteres e outros 

dispositivos (Trofa et al., 2008; Singaravelu et al., 2014).  

Diversos estudos de tipagem molecular têm demonstrado surtos hospitalares de 

infecção por C. parapsilosis por transmissão horizontal, ao evidenciar a similaridade 

genética entre os isolados clínicos e os isolados das mãos dos profissionais de saúde 
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(Huang et al., 1999; Barchiesi et al., 2004; Van Asbeck et al., 2007; Hernández-Castro 

et al., 2010; Chow et al., 2012). Falhas nos programas de prevenção e controle de 

infecção, como a desinfecção ambiental e higienização das mãos inadequadas, podem 

ser a principal razão para a ocorrência desses episódios em condições nosocomiais (Guo 

et al., 2015; Qi et al., 2018). 

Embora o surgimento de surtos causados por C. parapsilosis não seja recente, 

informações sobre o perfil de suscetibilidade aos antifúngicos dos isolados são relatadas 

apenas em alguns estudos (Wang, Zhang, et al., 2016; Benedict et al., 2017). 

Isolados de Candida spp. resistentes aos antifúngicos não são comuns, mas têm 

sido cada vez mais identificados em todo o mundo (Arendrup, 2014; Perlin et al., 2015; 

Da Matta et al., 2017; Lamoth et al., 2018). Diante disso, os mecanismos de resistência, 

como a alteração ou superexpressão do alvo do fármaco, aumento da expressão de 

bombas de efluxo e ativação da resposta ao estresse, têm sido investigados entre esses 

isolados (Castanheira et al., 2016; Wiederhold, 2017; Revie et al., 2018). 

Isolados do complexo C. parapsilosis resistentes não são comuns (0–4,6% para 

fluconazol), mas o uso prolongado ou profilático de antifúngicos possibilita o 

surgimento de resistência (Trofa et al., 2008; Gonçalves et al., 2016). Ao aplicar os 

novos valores de ponto de corte espécie-específicos para fluconazol (FLC), propostos 

pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), o grupo multicêntrico 

FUNGEMYCA, observou na Espanha, o aumento da taxa de resistência para 5,5% e 

0,3% em C. parapsilosis (sensu stricto) e C. orthopsilosis, respectivamente (Cantón et 

al., 2011). 

O número de casos de candidemia devido a isolados de C. parapsilosis resistentes 

ao FLC tem aumentado nos últimos anos (Gonçalves et al., 2016). A incidência mundial 
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de infecções causadas por C. parapsilosis resistente ao FLC, tem variado de 2 a 5% 

(Whaley et al., 2016). E recentemente, a análise de uma coleção global de leveduras, 

detectou a resistência ao FLC em 3,8% dos isolados de C. parapsilosis, superando C. 

albicans e C. tropicalis (Castanheira et al., 2017). 

As recentes mudanças epidemiológicas na distribuição das espécies de Candida 

aumentaram o número de isolados resistentes ao FLC, incluindo C. parapsilosis, 

associados à candidemia em pacientes com neoplasias hematológicas, na Europa e EUA 

(Gamaletsou et al., 2018). Em isolados de C. parapsilosis, a resistência ao FLC pode 

envolver a combinação de vários mecanismos moleculares, como a superexpressão ou 

mutação do gene ERG11, e superexpressão de genes que codificam bombas de efluxo 

(Souza et al., 2015). 

No Brasil, estudos recentes demonstraram o surgimento de isolados de C. 

parapsilosis (sensu stricto) e C. orthopsilosis, com diminuição da suscetibilidade ao 

FLC (Da Costa et al., 2014; Giacobino et al., 2016; Alencar et al., 2017). E o primeiro 

surto de candidemia causado por isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) resistentes a 

esse azólico, foi descrito no país (Pinhati et al., 2016). Além disso, o tratamento 

antifúngico inadequado pode aumentar o tempo de hospitalização e os custos associados 

(Arnold et al., 2010). Portanto, diferenças na suscetibilidade antifúngica das espécies do 

complexo C. parapsilosis enfatizam a importância e a necessidade da vigilância 

epidemiológica, e da determinação do perfil de suscetibilidade aos antifúngicos desses 

isolados, para direcionar a terapia mais adequada (Cantón et al., 2011). 

Embora as equinocandinas [anidulafungina (ANF), caspofungina (CAF) e 

micafungina (MIF)] apresentem potente atividade antifúngica, tão eficaz quanto 

anfotericina B (ANB) e com menos toxicidade, a concentração inibitória mínima (CIM) 
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para C. parapsilosis e C. guilliermondii é maior do que para outras espécies de Candida 

(Arendrup, 2013). No entanto, mesmo com CIM elevada, ficou demonstrada sua 

atividade in vitro e in vivo contra C. parapsilosis (Trofa et al., 2008; Pammi et al., 

2013). Por outro lado, a maior incidência de episódios de candidemia persistentes 

causada por C. parapsilosis, em pacientes usando equinocandinas pode ser explicada 

pela atividade fungistática e não fungicida desses agentes antifúngicos contra esta 

espécie (Gonçalves et al., 2016). 

Acredita-se que alterações na subunidade FKS1 do complexo glucano-sintase 

justifiquem essas CIM elevadas para as equinocandinas (Van Asbeck et al., 2009). Foi 

observada a substituição de uma alanina por uma prolina, na posição 660 em Fks1 do 

complexo C. parapsilosis, resultante de um polimorfismo de ocorrência natural (Garcia-

Effron et al., 2008). Contudo, até mesmo entre os isolados invasivos de C. parapsilosis, 

a taxa de resistência às equinocandinas é muito baixa (Chow et al., 2012; Wang, Xu, et 

al., 2016). 

Equinocandinas têm sido recomendadas como terapia inicial de candidíase invasiva 

em pacientes criticamente doentes, sendo FLC um fármaco alternativo para pacientes 

clinicamente estáveis (De Rosa et al., 2014; Bassetti et al., 2016; Pappas et al., 2016; 

Oleary et al., 2017). No entanto, nos países em desenvolvimento, FLC tem sido 

frequentemente utilizado como antifúngico de primeira escolha, provavelmente devido 

ao seu menor custo em relação às equinocandinas (Nucci, Queiroz-Telles, et al., 2013; 

Nucci, Thompson-Moya, et al., 2013). Apesar de já estarem disponíveis, estas ainda são 

pouco utilizadas nos casos de candidemia na América Latina (Da Matta et al., 2017). 

Muitos micro-organismos crescem predominantemente na forma de biofilme, 

caracterizado por uma comunidade microbiana envolvida por uma matriz extracelular, e 
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frequentemente aderida a superfícies sólidas (bióticas e abióticas), favorecendo a 

sobrevivência, inclusive em dispositivos médicos (Nobile e Johnson, 2015; Silva et al., 

2017; Iñigo e Del Pozo, 2018). Estas comunidades microbianas são praticamente 

ubíquas, sendo observadas em condições experimentais, e naturais, como em interfaces 

líquido-ar (Nobile e Johnson, 2015; Del Pozo, 2018). 

Estima-se que o biofilme esteja envolvido em 60–80% das infecções microbianas 

em humanos (Sardi et al., 2014; Iñigo e Del Pozo, 2018; Lohse et al., 2018). Numerosas 

doenças infecciosas persistentes e/ou causadas pelo uso de dispositivos médicos, em 

ambientes hospitalares, têm sido atribuídas ao biofilme, após o seu reconhecimento na 

década de 80 (Sardi et al., 2014). Estima-se que até 80% de todos os micro-organismos 

cresçam como comunidades sésseis aderidas a uma superfície (Silva et al., 2012; Polke 

et al., 2015). As infecções por biofilme têm sido associadas a mais de 50% dos cateteres 

implantados, mesmo com admistração de altas doses de antifúngicos e remoção do 

dispositivo colonizado (Nobile e Johnson, 2015). 

O biofilme pode ser definido como uma estrutura tridimensional complexa, 

formada por uma comunidade microbiana multicelular, embebida em uma matriz 

extracelular polissacarídica (Sardi et al., 2014). Sua arquitetura pode ser visualizada in 

situ, por meio da microscopia eletrônica de varredura e da microscopia confocal de 

varredura a laser (Pires et al., 2011; Lohse et al., 2018). 

A formação do biofilme de Candida spp. envolve quatro estágios: adesão, 

proliferação, maturação e dispersão (Iñigo e Del Pozo, 2018; Lohse et al., 2018). Após 

cerca de 24 horas, em condições experimentais in vitro, o biofilme maduro é 

caracterizado por uma estrutura multicelular, envolvida por uma matriz extracelular, 

composta de proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos nucléicos (Lohse et al., 2018). 
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Essa matriz confere proteção aos organismos sésseis contra a resposta imune do 

hospedeiro, desidratação, radiação ultravioleta, e agentes desinfetantes (Sardi et al., 

2014; Chandra e Mukherjee, 2015). 

Dentre os fungos oportunistas de ambientes hospitalares, C. albicans e C. 

parapsilosis são as espécies que formam biofilmes mais robustos e com maior 

frequência (Bouza et al., 2014; Larkin et al., 2018). Enquanto o biofilme formado por 

C. albicans é mais complexo, por apresentar hifas verdadeiras, no de C. parapsilosis 

observa-se apenas pseudo-hifas (Trofa et al., 2008; Lohse et al., 2018). Além da espécie 

e do isolado, a formação e a manutenção do biofilme também são influenciadas pela 

composição química da superfície sobre a qual ele é estabelecido (Cuéllar-Cruz, López-

Romero, et al., 2012; Iñigo e Del Pozo, 2018). 

Candida parapsilosis apresenta maior afinidade por material protético do que C. 

albicans, principalmente na presença de alto teor de glicose e lipídeos, justificando sua 

maior associação com a nutrição parenteral (NP) (Chow et al., 2012). Portanto, a 

presença de cateter vascular e a administração de NP são os principais fatores de risco 

para infecção por C. parapsilosis, por predisporem a formação de biofilme no cateter 

(Pammi et al., 2013). Além disso, a NP pode aumentar em até 40% o peso seco do 

biofilme formado por esta espécie (Kuhn et al., 2004). 

O biofilme de C. parapsilosis permanece viável por pelo menos quatro semanas 

sobre superfícies plásticas, possibilitando a colonização de dispositivos médicos e a 

ocorrência de surtos nosocomiais (Kuhn et al., 2004; Singaravelu et al., 2014; Welsh et 

al., 2017). A formação de biofilme por essa espécie resulta em infecções frequentemente 

relacionadas ao uso de cateter, e com suscetibilidade diminuída aos antifúngicos 

(Guinea, 2014; Sanguinetti e Posteraro, 2016). 
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Maiores taxas de mortalidade têm sido associadas a isolados formadores de 

biofilme, em comparação com isolados não formadores (Silva et al., 2012; Tumbarello 

et al., 2012; Rajendran et al., 2016), assim como à célula desprendida do biofilme, do 

que ao micro-organismo planctônico (Uppuluri et al., 2010). Tais observações indicam a 

formação de biofilme como um importante e independente preditor de mortalidade 

(Cuéllar-Cruz, López-Romero, et al., 2012; Rajendran et al., 2016). 

De fato, a capacidade de formação de biofilme representa um dos principais fatores 

de virulência associados às infecções por C. albicans (Pierce et al., 2017). 

Recentemente, isolados de C. parapsilosis com alta ou moderada formação de biofilme, 

foram associados a elevadas taxas de mortalidade em pacientes com candidemia 

(Soldini et al., 2018). 

A coloração com cristal violeta e a reação de redução do sal de tetrazólio XTT [2,3-

bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-(phenylamino)-carbonyl-2H-tetrazolium 

hydroxide)] são os ensaios colorimétricos mais comuns, para mensurar a formação e a 

atividade metabólica do biofilme, respectivamente (Lohse et al., 2018). Os principais 

modelos in vitro são realizados em placas de microtitulação (Bouza et al., 2014), e 

valores de cut-off foram propostos para distinguir isolados de Candida spp. em relação à 

capacidade de formação e à atividade metabólica do biofilme (Marcos-Zambrano, 

Escribano, Bouza, et al., 2014). 

Os biofilmes de Candida spp. exibem o fenótipo de resistência intrínseca contra 

antifúngicos convencionais (azóis e polienos) devido a um processo complexo e 

multifatorial que inclui redução da taxa de crescimento, limitação de nutrientes, 

produção de matriz extracelular, superexpressão de esteróis e bomba de efluxo na 

membrana das células sésseis, alta densidade celular e presença de células persistentes 
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(Silva et al., 2017; Iñigo e Del Pozo, 2018; Kean et al., 2018). No entanto, o grau de 

resistência do biofilme à ANB é menor do que aos azólicos (Taff et al., 2013). 

Durante o início da formação do biofilme, após a adesão, foi descrito o aumento da 

expressão dos genes de bombas de efluxo CDR1, CDR2, MDR1 e FLU1, que estão 

relacionados à resistência ao FLC; a hiper-regulação de genes da síntese de ergosterol 

durante a formação, ou o reduzido teor de ergosterol apresentado nas fases tardias do 

desenvolvimento, também contribuem para a resistência aos poliênicos (Polke et al., 

2015). E mesmo em concentrações elevadas e em combinação com CAF, os azólicos 

apresentaram pouco efeito contra os biofilmes de Candida spp. (Bouza et al., 2014). 

Em relação às equinocandinas, as CIM para as células sésseis são elevadas, mesmo 

quando as células planctônicas de Candida spp. são suscetíveis. Enquanto ANF 

apresentou maior atividade do que ANB contra biofilmes de C. albicans, depois de 24h 

de maturação, ANB teve maior atividade sobre o biofilme maduro de mais de 48h 

(Bouza et al., 2014). 

A matriz extracelular do biofilme de C. parapsilosis apresenta uma grande 

quantidade de carboidratos e baixo teor de proteínas (Silva, S. et al., 2009), enquanto a 

de C. albicans é rica em proteínas (Chow et al., 2012). Além de funcionar como uma 

barreira física, essa estrutura apresenta em sua composição, 1,3-β-D-glucana que ao 

ligar-se aos antifúngicos, dificulta a difusão dos mesmos dentro do biofilme (Polke et 

al., 2015; Lohse et al., 2018). 

A diminuição da produção de matriz extracelular pelas equinocandinas ao inibir a 

síntese de 1,3-β-D-glucana (Larkin et al., 2018), assim como os relatos de suas eficácias 

in vitro e in vivo contra infecções relacionadas ao cateter, indicam o uso dessa classe 
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antifúngica como uma potencial terapia anti-biofilme de Candida spp. (Lazzell et al., 

2009; Katragkou et al., 2015). 

Embora a CIM das equinocandinas para as células planctônicas de C. parapsilosis 

seja intrinsecamente elevada (Garcia-Effron et al., 2008), alguns estudos demonstraram 

atividade desses fármacos contra os biofilmes dessa espécie (Kuhn et al., 2002; 

Cocuaud et al., 2005; Katragkou et al., 2008; Prażyńska et al., 2018). Portanto, é 

necessário analisar os antifúngicos mais adequados para o tratamento de infecções 

associadas ao biofilme de C. parapsilosis. 

As diferenças na expressão de proteínas entre as células planctônicas e sésseis têm 

sido analisadas principalmente em C. albicans (Mukherjee et al., 2005; Chaffin, 2008; 

Sardi et al., 2014). A análise mais recente que demonstrou diferenças na expressão de 

proteínas da parede celular das células sésseis, em resposta ao estresse oxidativo, incluiu 

C. parapsilosis (Serrano-Fujarte et al., 2016). E assim como em outras espécies, a 

participação de proteínas na adesão, etapa inicial de formação do biofilme, foi 

demonstrada em C. parapsilosis (Núñez-Beltrán et al., 2017). Portanto, análises 

proteômicas das células planctônicas e sésseis dessa espécie, são relevantes para 

identificar possíveis proteínas com potencial para uso como biomarcadores, ou como 

alvos terapêuticos. 

Análises proteômicas de células planctônicas e sésseis de C. albicans, C. glabrata, 

C. krusei e C. parapsilosis, têm sido realizadas por Two-Dimensional Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis (2D-PAGE) ou sua versão modificada Two-Dimensional Difference 

Gel Electrophoresis (2D-DIGE) (Martínez-Gomariz et al., 2009; Seneviratne et al., 

2010; Serrano-Fujarte et al., 2016). No entanto, são métodos laboriosos e pouco 

automatizados (Meleady, 2018). 
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MALDI-TOF MS é uma técnica rápida e reprodutível, de fácil execução, e de 

baixo custo, utilizada para identificação de micro-organismos, com precisão igual ou 

superior aos sistemas automatizados baseados em testes bioquímicos ou fenotípicos 

(Florio et al., 2018). Nos últimos 20 anos, ela tem sido aplicada com frequência em 

investigações clínicas e bioquímicas, devido a sua capacidade analítica de detectar um 

amplo espectro de biomoléculas, como peptídeos e proteínas (Greco et al., 2018). 

A técnica de MALDI-TOF MS tem sido utilizada para identificar proteínas 

separadas por métodos baseados na eletroforese em gel, como 2D-PAGE (Greco et al., 

2018). Também foi utilizada para caracterizar e diferenciar os perfis proteômicos das 

células planctônicas de Pseudomonas aeruginosa e de seus biofilmes, em diferentes 

estágios de desenvolvimento (Pereira et al., 2015), demonstrando uma nova aplicação 

dessa sofisticada tecnologia. 

Os avanços contínuos da espectrometria de massas possibilitam que a proteômica 

analise diferenças na expressão de proteínas em diversas condições fisiológicas dos 

organismos, e descubra novas aplicações clínicas, como a identificação de 

biomarcadores, que podem auxiliar no diagnóstico precoce e melhor prognóstico da 

doença (Greco et al., 2018). Contudo, poucos trabalhos têm explorado essa técnica para 

analisar células planctônicas e sésseis de C. parapsilosis (Kubesová et al., 2012; 

Mlynáriková et al., 2016). 
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JUSTIFICATIVA 

 

Candida continua sendo um dos principais patógenos de infecções fúngicas em 

pacientes críticos, associada a elevadas taxas de mortalidade, tempo de internação e 

custos hospitalares. Episódios de candidíase invasiva têm aumentado no mundo todo, 

decorrente da introdução de novas abordagens clínicas imunossupressoras e do 

frequente uso de dispositivos médicos invasivos, como o CVC. 

A maior parte dessas infecções ocorre em UTIs, frequentemente relacionadas ao 

cateter, devido à capacidade de Candida spp. de formar biofilme e colonizar este 

dispositivo. Candida parapsilosis é predominante em UTIs neonatais, e a principal 

espécie responsável pelos casos de candidemia, em alguns centros médicos dos EUA, 

Europa, Ásia e da América Latina. 

Embora a resistência antifúngica em C. parapsilosis não seja comum, episódios de 

candidemia causada por isolados resistentes ao FLC têm aumentado nos últimos anos. 

Além disso, surtos de infecção por esta espécie têm sido descritos, inclusive no Brasil. 

No entanto, ainda são poucos os trabalhos que monitoram essa resistência e investigam 

a relação genética entre os isolados, possibilitando a ocorrência de surtos hospitalares 

não identificados. 

Candida parapsilosis apresenta elevada afinidade por material protético, 

predispondo à formação de biofilme em cateter, dispositivo considerado como um dos 

principais fatores de risco para infecção por esta espécie. O biofilme, além diminuir a 

suscetibilidade aos antifúngicos, representa um importante fator de virulência, que 

contribui para elevadas taxas de mortalidade. 
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Apesar da associação do biofilme de C. parapsilosis com infecções relacionadas ao 

cateter, poucos estudos analisaram as diferenças na expressão de proteínas entre células 

planctônicas e sésseis dessa espécie. 

Deste modo, a vigilância epidemiológica e do perfil de suscetibilidade aos 

antifúngicos de C. parapsilosis, é necessária para o controle de infecções e prevenção 

de surtos hospitalares, principalmente envolvendo isolados resistentes. Métodos 

moleculares são importantes para a detecção de surtos, assim como para compreender 

os mecanismos envolvidos na resistência aos antifúngicos. Além disso, a elevada 

resistência e mortalidade associadas ao biofilme exigem a busca de novas abordagens 

terapêuticas, incluindo novos fármacos. A aplicação de tecnologias mais sofisticadas, 

que tornam as análises proteômicas mais rápidas, reprodutíveis e de menor custo, pode 

contribuir para a identificação de biomoléculas específicas do biofilme, com potencial 

para candidatas à biomarcadores ou novos alvos terapêuticos.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

O presente estudo teve como objetivo analisar a virulência e resistência antifúngica 

em espécies crípticas de isolados clínicos do complexo Candida parapsilosis e 

investigar a ocorrência de um surto hospitalar pela genotipagem dos isolados. 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1 Definir a distribuição de C. parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis e C. 

metapsilosis em um hospital universitário de São Paulo-SP e um de Campo Grande-MS; 

2.2.2 Analisar as técnicas de RAPD, RFLP e MALDI-TOF MS na identificação 

das espécies do complexo C. parapsilosis; 

2.2.3 Verificar a ocorrência de resistência in vitro dos isolados à anfotericina B, 

fluconazol, voriconazol, anidulafungina, caspofungina e micafungina; 

2.2.4 Avaliar a capacidade de formação de biofilme como atributo de virulência 

dos isolados, estabelecendo a relação entre biomassa e atividade metabólica, e avaliar a 

atividade in vitro da anfotericina B e equinocandinas sobre biofilmes; 

2.2.5 Diferenciar os perfis proteômicos das células planctônicas e das células 

sésseis de C. parapsilosis por MALDI-TOF MS; 

2.2.6 Investigar o mecanismo de resistência por sequenciamento do gene ERG11 

dos isolados não suscetíveis aos azólicos (NSA); 

2.2.7 Investigar a ocorrência de um surto pela genotipagem dos isolados de C. 

parapsilosis (sensu stricto) por PFGE e análise de microssatélites, e correlacionar os 

genótipos com os dados clínicos. 
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3 MÉTODOS 

 

 

 

3.1 Obtenção dos isolados do complexo Candida parapsilosis 

Trinta e oito isolados do complexo C. parapsilsosis foram obtidos de sangue, ponta 

de cateter (PC), aspirado de medula óssea (AMO) e líquor, nos exames de rotina 

laboratorial de ambos os hospitais, entre 2008 e 2016. Apenas os isolados obtidos de PC 

cujas culturas apresentaram mais de 15 UFC/mL, foram incluídas no estudo, devido a 

sua provável relação com episódios de candidemia (Janum e Afshari, 2016). Antes do 

início deste estudo, alguns desses isolados estavam armazenados a -20 °C e/ou -80 °C 

nas coleções de culturas de micro-organismos do Laboratório de Microbiologia do 

Hospital Universitário da Universidade de São Paulo (HU-USP) e do Laboratório de 

Micologia do Hospital Universitário Maria Aparecida Pedrossian da Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul (HUMAP-UFMS). Os demais isolados clínicos (11) 

foram obtidos no período de outubro de 2014 a março de 2016, tendo sido identificados 

como C. parapsilosis (sensu lato), em ambos os hospitais, pelo sistema automatizado 

Figura 1 - Fluxograma de trabalho seguido durante o desenvolvimento deste estudo 
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VITEK® 2 (bioMérieux, França), após a verificação da pureza das culturas em meio 

cromogênico seletivo CHROMagar Candida® (Becton Dickinson, EUA). Em seguida, 

os isolados foram encaminhados ao Laboratório de Micologia Médica (LIM-53) do 

Instituto de Medicina Tropical da Universidade de São Paulo (IMT-USP), para a 

realização das análises propostas neste estudo (Figura 1). 

3.2 Identificação molecular das espécies do complexo Candida parapsilosis 

Para a identificação molecular das espécies crípticas do complexo C. parapsilosis, 

os isolados foram submetidos às reações de RAPD e RFLP. 

3.2.1 Extração do DNA genômico das leveduras 

A extração das amostras de DNA foi realizada a partir da suspensão de leveduras 

contendo cerca de 106 células/mL, de acordo com a metodologia descrita por Van Burik 

et al. (1998) com algumas modificações. Um mililitro (1 mL) da suspensão foi 

submetido à centrifugação a 13.500 rpm (modelo 5804R, Eppendorf, Alemanha) por 10 

minutos, e ao pellet de células foram adicionados 600 µL de uma solução contendo 50 

mM de TRIS, 10 mM de EDTA, 250 U/mL de liticase (L-2524, Sigma, EUA) e 2% de 

β-mercaptoetanol (Merck, EUA). Os tubos foram mantidos a 37 ºC por 2 horas e 30 

minutos para a digestão da parede celular. À suspensão de células foram adicionados 12 

µL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, Sigma) a 10% e 400 μg de proteinase K (Sigma), 

e os tubos foram mantidos a 65 ºC por 45 minutos. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes transferidos para tubos 

limpos. Para a precipitação do DNA, acrescentou-se isopropanol (Merck) v/v, e as 

amostras foram mantidas a -20 ºC overnight. No dia seguinte, o sobrenadante foi 

desprezado após centrifugação a 13.500 rpm por 20 minutos. Foram adicionados ao 
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pellet contendo o DNA, 500 µL de etanol a 70% (Merck) e os tubos foram novamente 

centrifugados a 13.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos 

foram mantidos em banho seco a 70 ºC por 30 minutos para total evaporação do etanol 

residual. O material contendo o DNA foi eluído em cerca de 50–100 µL de TRIS-EDTA 

(50 mM-10 mM), e alíquotas dessas amostras foram coletadas para se determinar a 

concentração em espectrofotômetro Nanodrop 1000 (Thermo Fischer, EUA). 

3.2.2 Preparo do mix de reagentes da Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Os mix de reagentes foram preparados em um volume final de 50 µL contendo: 

1,25 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA); 1,5 mM de MgCl2 (Invitrogen); 200 

µM de dNTPs (GE Healthcare, Reino Unido) e 20 ng de DNA molde. As reações de 

amplificação foram realizadas no termociclador Veriti® (Applied Biosystems, EUA), e 

as concentrações dos primers (Invitrogen) variaram de acordo com a técnica utilizada. 

3.2.3 Identificação das espécies crípticas por RAPD 

As amostras de DNA foram submetidas às amplificações pela técnica de RAPD 

utilizando como primer o oligonucleotídeo RPO2 (5’–GCGATCCCCA–3’) na 

concentração de 1 µM, nas condições de reação previamente descritas por Tavanti et al. 

(2005). Em todas as amplificações as cepas de referência C. parapsilosis ATCC 22019, 

C. orthopsilosis ATCC 96141 e C. metapsilosis ATCC 96143 foram incluídas. A 

detecção dos amplificados foi realizada em gel de agarose (Invitrogen) a 1,5%, por 

eletroforese horizontal a 80 V por uma hora. Para a revelação do perfil de bandas, os 

géis foram corados em solução de GelRed™ (Biotium, EUA) e registrados em sistema 

de foto-documentação (Uvitec, Reino Unido). 
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3.2.4 Identificação das espécies crípticas por RFLP 

Para a técnica de RFLP, foi amplificada a região do gene que codifica a enzima 

Secondary Alcohol Dehydrogenase (SADH), usando os primers SADH-F e SADH-R, 

descritos por Tavanti et al. (2005), na concentração de 0,4 µM. Em todas as reações 

foram utilizadas as mesmas cepas de referência citadas no item 3.2.3. A detecção dos 

amplificados foi realizada e registrada conforme descrito para RAPD, utilizando gel de 

agarose a 2%. Os produtos da amplificação foram digeridos com a enzima BanI (New 

England Biolabs, EUA) à 37 ºC por duas horas, e novamente submetidos à eletroforese 

em gel de agarose a 2% para a revelação dos fragmentos da digestão. O perfil de bandas 

obtido foi registrado em sistema de foto-documentação após coloração com GelRed™. 

3.3 Identificação das espécies crípticas por MALDI-TOF MS 

A identificação das espécies por MALDI-TOF MS foi realizada no espectrômetro 

Microflex™ (Bruker Daltonics, Alemanha). A extração proteica foi realizada a partir de 

uma suspensão de células de cada isolado do estudo, conforme descrito pelo fabricante 

do equipamento, com algumas modificações (Thomaz et al., 2016). A suspensão foi 

preparada em 1 mL de água ultrapura contido em tubos estéreis de 1,5 mL a partir de 

uma alçada (10 µL) de células fúngicas, de cada isolado previamente cultivado em Ágar 

Sabouraud Dextrose (ASD) a 30 °C por 24 horas. Após centrifugação a 13.000 rpm por 

2 minutos, o sobrenadante foi desprezado e 300 µL de água ultrapura mais 900 µL de 

etanol absoluto (Merck) foram adicionados ao pellet de células. Após vigorosa 

homogeneização em vórtex, a suspensão foi novamente centrifugada e o sobrenadante 

desprezado. Em seguida o tubo com a tampa aberta foi submetido à centrifugação a 

vácuo por 30 minutos a 45 °C para a secagem total do pellet. O pellet seco foi 
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ressuspenso em 50 µL de ácido fórmico (Sigma) 70% e 50 µL de acetonitrila (Sigma). 

Após vigorosa homogeneização em vórtex, a suspensão foi centrifugada a 13.000 rpm 

por 2 minutos e 1,2 µL do sobrenadante contendo o extrato proteico foram depositados 

na placa metálica (Bruker Daltonics), em quadruplicata. Após a completa secagem à 

temperatura ambiente, foram adicionados 1,2 µL de solução da matriz [solução saturada 

de α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) em solvente orgânico (50% de acetonitrila 

e 2,5% de ácido trifluoroacético), Sigma] sobre cada analito. Depois de uma nova 

secagem à temperatura ambiente, a placa foi submetida à análise para a obtenção dos 

espectros de massas pelo software flexControl 3.4 (Bruker Daltonics). A calibração do 

equipamento foi realizada antes de cada experimento, utilizando o Bruker Bacterial Test 

Standard (Bruker Daltonics). Os espectros obtidos foram analisados com o software 

Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics), e os resultados expressos em valores de log-score (LS) 

entre 0 e 3,000. O LS a partir de 2,000 foi considerado aceitável para a identificação em 

nível de espécie, o LS entre 1,700 e 1,999 para a identificação em nível de gênero e o 

LS abaixo de 1,700 foi considerado como identificação não confiável. 

3.4 Teste de suscetibilidade aos antifúngicos (TSA) 

A determinação da CIM dos antifúngicos ANB (Sigma), FLC (Sigma), voriconazol 

(VRC, Sigma), ANF (Pfizer, EUA), CAF (Sigma) e MIF (Astellas, Japão), para todos os 

isolados, foi realizada segundo a metodologia de microdiluição em caldo preconizada 

pelo European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). A 

solução de estoque de todos os fármacos foi preparada em dimetilsulfóxido (DMSO, 

Merck) e armazenada em criotubos estéreis em ultrafreezer por até seis meses. 
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O TSA foi realizado de acordo com o documento definitivo E.DEF 7.3.1 do 

EUCAST (Arendrup et al., 2017). Cem microlitros da solução de cada concentração do 

antifúngico foram pipetados consecutivamente nos poços de cada coluna das placas. As 

placas foram fechadas, seladas com Parafilm M® ou papel alumínio (ANB e MIF são 

fotossensíveis) e armazenadas em ultrafreezer por até seis meses. Em cada placa foi 

realizado o controle de crescimento do fungo e o controle de esterilidade do meio. O 

inóculo fúngico foi preparado a partir de cultura prévia em ASD a 35 °C por 24 horas, 

em 3 mL de água ultrapura e ajustado para escala 0,5 McFarland no espectrofotômetro 

de tubo DensiCHEK™ Plus (bioMérieux). Posteriormente, a suspensão foi diluída 10 

vezes com água ultrapura para obter concentração final de 1–5x105 UFC/mL. Em 

seguida 100 µL dessa suspensão foram adicionados aos poços das colunas 1 até a 11 nas 

placas contendo os fármacos, utilizando uma linha por amostra ou controle positivo. As 

placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas, e após esse período a densidade óptica 

(DO) foi mensurada em leitor de microplacas VERSAmax™ (Molecular Devices, EUA) 

no comprimento de onda de 530 nm. Todos os valores de DO das amostras, obtidos pelo 

software SOFTmax® PRO 3.1.2 (Molecular Devices), foram normalizados com os 

valores da DO dos controles negativos (meio de cultura sem antifúngico). A CIM da 

ANB foi considerada a concetração mais baixa que inibiu ≥ 90% o crescimento do 

inóculo em relação ao controle negativo, enquanto que para os azólicos (FLC e VRC) e 

equinocandinas (ANF, CAF e MIF), foi considerada a concetração mais baixa que inibiu 

≥ 50%. A interpretação da CIM de cada antifúngico foi realizada de acordo com os 

valores de ponto de corte apresentados na Tabela 1 (EUCAST, 2018). Em todas as 

placas foram incluídas as cepas controles C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei 

ATCC 6258 e todos os ensaios foram repetidos em três experimentos independentes. 
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Tabela 1 - Valores de ponto de corte estabelecidos para interpretação dos testes de 

suscetibilidade aos antifúngicos para Candida parapsilosis 

FÁRMACO 

PONTO DE CORTE PARA INTERPRETAÇÃO DA CIM 

(mg/L) 

Suscetível ≤ Resistente > 

Anfotericina B 1 1 

Anidulafungina 0,002 4 

Caspofungina Nota Nota 

Fluconazol 2 4 

Micafungina 0,002 2 

Voriconazol 0,12 0,25 

FONTE: EUCAST Antifungal Clinical Breakpoint Table v. 9.0 (EUCAST, 2018). 

NOTA: Isolados suscetíveis ou não suscetíveis (com suscetibilidade intermediária ou 

resistente) para anidulafungina e micafungina podem ser considerados na mesma 

categoria para caspofungina. A categoria intermediária é interpretada como os valores 

entre os pontos de corte para suscetível e resistente. Valores de ponto de corte para 

caspofungina ainda não foram estabelecidos devido à significativa variação inter-

laboratorial observada. 

CIM = Concentração Inibitória Mínima. 

3.5 Ensaios de formação de biofilme 

Todos os isolados obtidos foram submetidos ao ensaio de formação de biofilme, 

para quantificação da respectiva biomassa e atividade metabólica, enquanto que a 

atividade in vitro dos antifúngicos foi avaliada apenas contra os biofilmes de isolados 

que apresentaram alta formação. A cepa C. albicans SC5314 foi utilizada como controle 

de qualidade em todos os experimentos. 

3.5.1 Condições de cultivo e preparo do inóculo fúngico 

A propagação de células dos isolados foi adaptada do protocolo descrito por Pierce 

et al. (2008). Uma alçada (10 µL) de células fúngicas de cada isolado foi inoculada em 

20 mL de Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD, Difco, EUA) contidos em tubo falcon 

de 50 mL, e mantidos sob agitação orbital a 150 rpm na agitadora MaxQ 4000 (Thermo 

Fischer) a 30 °C por 12–16 horas. No dia seguinte, os tubos foram centrifugados a  



25 

 

 

4.830 rpm a 4 °C por 5 minutos e os sobrenadantes desprezados. Os pellets foram 

lavados duas vezes com 20 mL de PBS estéril sob vigorosa homogeneização em vórtex 

por 15 segundos, e nova centrifugação foi realizada nas mesmas condições acima 

descritas. Em seguida, foi preparado uma suspensão de células em 3 mL do meio 

Roswell Park Memorial Institute 1640 com L-glutamina, sem bicarbonato de sódio 

(Gibco, Holanda), suplementado com 2% de glicose (Sigma) (RPMI 2%G) e tamponado 

em pH 7,0 com 0,165 mol/L de ácido 3-(N-morpholino)propanesulfonic (MOPS, 

Sigma). A concentração final do inóculo foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland 

(1–5x106 UFC/mL) em espectrofotômetro de tubo DensiCHEK™ Plus. 

3.5.2 Formação do biofilme 

A formação do biofilme, também adaptada do protocolo de Pierce et al. (2008), foi 

executada em placas estéreis de microtitulação de 96 poços de fundo chato (TPP, Suíça). 

Após adição de 100 µL do inóculo padronizado de cada amostra em diferentes poços, a 

placa foi fechada com a própria tampa, selada com Parafilm M® e incubada a 37 °C por 

24 horas. No dia seguinte, 50 µL do sobrenadante foram aspirados cuidadosamente para 

não destacar o biofilme formado. Usando uma pipeta multicanal, os biofilmes foram 

lavados duas vezes com 200 µL de Phosphate Buffered Saline (PBS) estéril para 

remover as células planctônicas ou não aderentes que permaneceram nos poços. Após 

cada lavagem, a placa foi drenada em posição invertida, com papel absorvente para 

remover o PBS residual. 

3.5.3 Quantificação da biomassa do biofilme 

A quantificação da biomassa do biofilme formado por cada isolado foi realizada 

pela coloração com cristal violeta, conforme descrito por Melo et al. (2011). Cem 
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microlitros (100 µL) do inóculo padronizado de cada amostra foram pipetados em cinco 

poços (quintuplicata) de uma linha, e 100 µL de PBS e RPMI 2%G foram pipetados nas 

colunas 6 e 7, respectivamente, para controle de esterilidade. Após a formação, lavagem 

e secagem do biofilme, o mesmo foi corado com 110 µL da solução aquosa de cristal 

violeta (Merck) a 0,4% por 45 minutos. Em seguida cada poço foi lavado três vezes 

com 200 µL de água ultrapura. Na última lavagem, o sobrenadante foi desprezado 

vertendo a placa e mantendo-a invertida sobre papel absorvente por 10 minutos para 

absorção do corante residual. O biofilme foi descorado com 200 µL de etanol absoluto 

por 45 minutos, e 100 µL do sobrenadante foram transferidos para uma nova placa 

estéril de microtitulação de 96 poços de fundo chato. A DO da solução foi mensurada 

em leitor de microplacas VERSAmax™ no comprimento de onda de 595 nm. Todos os 

valores de DO das amostras, obtidos pelo software SOFTmax® PRO, foram 

normalizados com os valores da DO de seus respectivos brancos. Os isolados foram 

classificados conforme se segue: baixa formação de biofilme (BFB, DO < 0,44), 

moderada formação de biofilme (MFB, DO = 0,44–1,17) e alta formação de biofilme 

(AFB, DO > 1,17), de acordo com os valores de cut-off propostos por Marcos-

Zambrano, Escribano, Bouza, et al. (2014). Os ensaios foram repetidos em três 

experimentos independentes, e a média aritmética das médias dos valores de DO 

obtidos em cada experimento, foi considerada como resultado final. 

3.5.4 Quantificação da atividade metabólica do biofilme 

A quantificação da atividade metabólica do biofilme formado por cada isolado foi 

realizada pela redução do sal de tetrazólio XTT, segundo protocolo de Pierce et al. 

(2008). Cem microlitros (100 µL) do inóculo padronizado de cada amostra foram 
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pipetados em cinco poços (quintuplicata) de uma linha, e 100 µL de PBS e RPMI 2%G 

foram pipetados nas colunas 6 e 7, respectivamente, para controle de esterilidade. Após 

a formação, lavagem e secagem do biofilme, foram adicionados em cada poço 100 µL 

da solução XTT/menadiona (1 µL de menadiona 10 mM em 10 mL de XTT 0,5g/L), 

preparada no momento do uso. A placa foi coberta com papel alumínio e incubada a    

37 °C por 2 horas. Em seguida, 80 µL do sobrenadante foram transferidos para uma 

nova placa estéril de 96 poços de fundo chato, inclusive do controle negativo (coluna 

12) para subtração do background. A DO da solução foi mensurada em leitor de 

microplacas VERSAmax™ no comprimento de onda de 490 nm. Todos os valores de 

DO das amostras, obtidos pelo software SOFTmax® PRO, foram normalizados com os 

valores da DO de seus respectivos brancos. Os isolados foram classificados conforme se 

segue: baixa atividade metabólica (BAM, DO < 0,097), moderada atividade metabólica 

(MAM, DO = 0,097–0,2) e alta atividade metabólica (AAM, DO > 0,2), de acordo com 

os valores de cut-off propostos por Marcos-Zambrano, Escribano, Bouza, et al. (2014). 

Os ensaios foram repetidos em três experimentos independentes, e a média aritmética 

das médias dos valores de DO obtidos em cada experimento foi considerada como 

resultado final. 

3.5.5 Atividade in vitro dos antifúngicos contra os biofilmes 

Como já descrito na literatura, os antifúngicos azólicos apresentam pouca ou 

nenhuma atividade contra os biofilmes de Candida spp., mesmo em concentrações 

elevadas (Iñigo et al., 2012). Deste modo, foi avaliada apenas a atividade in vitro da 

ANB e das três equinocandinas contra os biofilmes dos isolados de C. parapsilosis que 

apresentaram alta formação. 
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A Sessile Minimal Inhibitory Concentration (SMIC), para cada isolado, foi 

calculada a partir da determinação da atividade metabólica, pelo ensaio de redução de 

XTT, após o tratamento antifúngico (Pierce et al., 2008). SMIC50 e SMIC80 foram 

definidas como a concentração antifúngica na qual a diminuição de 50% ou 80% na 

DO, respectivamente, foi detectada em comparação com o biofilme não tratado, do 

mesmo isolado. 

Cem microlitros (100 µL) do inóculo de cada amostra, preparado em meio RPMI 

2%G (1x106 UFC/mL), foram pipetados em duplicata, da coluna 1 até a coluna 11 da 

placa de microtitulação de 96 poços, exceto nos poços da coluna 12, utilizados como 

controles negativos e para subtração do background. Foram adicionados em cada poço, 

contendo o biofilme lavado e seco, 100 µL de cada solução de antifúngico, em 

diferentes concentrações (16 – 0,03 mg/L), preparadas no momento do uso. Essas 

soluções foram adicionadas ao biofilme em ordem decrescente de concentração, da 

coluna 1 até a coluna 10 da placa. Na coluna 11, foi adicionado apenas o meio RPMI 

2%G, sem antifúngico, para o controle positivo. A placa foi fechada com a própria 

tampa, selada com Parafilm M® e incubada a 37 °C por 24 horas. No dia seguinte, todo 

o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente sem tocar o fundo do poço, para não 

destacar o biofilme formado. Usando uma pipeta multicanal, os biofilmes foram 

novamente lavados duas vezes com 200 µL de PBS estéril. Após cada lavagem, a placa 

foi drenada em posição invertida, com papel absorvente, para remover qualquer PBS 

residual. Em seguida, a quantificação da atividade metabólica do biofilme, tratado ou 

não tratado com antifúngico, foi realizada pelo ensaio de redução de XTT, conforme 

descrito anteriormente no item 3.5.4. Os TSA das células sésseis foram repetidos em 

três experimentos independentes. 
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3.6 Análise proteômica de células planctônicas e sésseis por MALDI-TOF MS 

Os perfis proteômicos das células planctônicas e sésseis dos isolados de C. 

parapsilosis com alta formação de biofilme, e da cepa C. albicans SC5314, foram 

comparados em duas plataformas de MALDI-TOF MS: VITEK-MS™ (bioMérieux) e 

Microflex™ (Bruker Daltonics). Os ensaios foram repetidos em três experimentos 

independentes para a obtenção de espectros de massas suficientes para a criação dos 

superespectros. 

3.6.1 Condições de cultivo das células planctônicas 

Os isolados foram cultivados em ágar RPMI 2%G tamponado em pH 7,0 com 

0,165 mol/L de MOPS e incubadas a 37 °C por 24 horas. Em seguida, a partir de uma 

alçada (10 µL) de células fúngicas, uma suspensão foi preparada em tubo estéril de 1,5 

mL contendo 1 mL de PBS estéril, para posterior extração proteica. 

3.6.2 Condições de cultivo das células sésseis 

Inicialmente, os isolados foram cultivados em YPD, conforme descrito no item 

3.5.1. Após a propagação celular, o pellet foi lavado com PBS estéril, e uma suspensão 

de células foi preparada em 5 mL de RPMI 2%G tamponado em pH 7,0 com 0,165 

mol/L de MOPS. A concentração final do inóculo foi ajustada para 0,5 da escala de 

McFarland (1–5x106 UFC/mL) em espectrofotômetro de tubo DensiCHEK™ Plus. 

A formação do biofilme foi executada em placas estéreis de microtitulação de 24 

poços de fundo chato (TPP). Após a adição de 1 mL do inóculo padronizado, de cada 

amostra, em cinco poços de uma linha, a placa foi fechada com a própria tampa, selada 

com Parafilm M® e incubada a 37 °C por 24 horas. Para controle de esterilidade do 

RPMI 2%G, 1 mL do meio foi adicionado aos poços da coluna 6. No dia seguinte, todo 
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o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente, sem tocar o fundo do poço, para não 

destacar o biofilme formado. Os cinco poços, contendo o biofilme de uma amostra, 

foram lavados seriadamente com 1 mL de PBS estéril, por duas vezes. Em seguida, o 

biofilme dos cinco poços foram ressuspensos seriadamente com 1 mL de PBS estéril, e 

transferido para um tubo estéril de 1,5 mL, para posterior extração proteica. 

3.6.3 Extração proteica das células planctônicas e sésseis 

As suspensões de células planctônicas e sésseis foram centrifugadas a 13.000 rpm 

por 2 minutos, e o sobrenadante desprezado. Em seguida, os pellets foram ressuspensos 

em 300 µL de água ultrapura, e submetidos à extração proteica com etanol e ácido 

fórmico, conforme descrito no item 3.3. 

3.6.4 Obtenção dos espectros de massas e criação dos superespectros 

Após o processo de extração, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 

minutos, e 1,2 µL dos sobrenadantes foram depositados em replicata de oito poços, no 

slide (VITEK-MS™) e na placa metálica (Microflex™). Após a completa secagem à 

temperatura ambiente, foram adicionados 1,2 µL de solução da matriz CHCA sobre 

cada analito. Depois de uma nova secagem à temperatura ambiente, o slide e a placa 

foram introduzidos nos respectivos espectrômetros de massas, para a obtenção dos 

espectros no modo automático de aquisição, com as configurações do fabricante. 

3.6.4.1 Plataforma VITEK-MS™ 

Os espectros de massas foram obtidos pelo software Launchpad 2.8 (bioMérieux) 

do sistema VITEK® MS Research Use Only (RUO), e importados para o software 

SARAMIS Premium (bioMérieux), para análise. Os espectros que apresentaram 120–



31 

 

 

250 picos, e pelo menos 70% de similaridade, foram selecionados, de acordo com os 

critérios utilizados por De Almeida et al. (2017). Em seguida, foram selecionados os 40 

picos com maiores intensidades e massas relativas (m/z), para a criação dos 

superespectros (super-spectra) das células planctônicas e sésseis de cada isolado. Os 

dendrogramas e as matrizes de Composite Correlation Index (CCI) dos superespectros, 

foram gerados pelo software SARAMIS, com as configurações do fabricante. 

3.6.4.2 Plataforma Microflex™ 

Os espectros de massas foram obtidos pelo software flexControl 3.4 (Bruker 

Daltonics), e importados para os softwares Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics) e 

flexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics). No Biotyper, os espectros de baixa qualidade, com 

picos discrepantes ou de baixa intensidade, foram excluídos. Em seguida, os 

superespectros (Main Spectra, MSP) das células planctônicas e sésseis, de cada isolado, 

foram criados a partir dos espectros inteiros (todos os picos). Depois, o dendrograma e a 

matriz de CCI foram gerados pelo software Biotyper, com as configurações do 

fabricante. No flexAnalysis, os espectros de C. parapsilosis e C. albicans SC5314 com 

melhor qualidade, foram selecionados para a análise dos picos específicos das células 

sésseis. 

3.7 Sequenciamento do gene ERG11 dos isolados não suscetíveis aos azólicos 

Todo o Open Reading Frame (ORF), do gene ERG11 dos isolados de C. 

parapsilosis (sensu stricto) não suscetíveis aos azólicos (NSA), foi sequenciado 

utilizando quatro primers específicos previamente descritos por Souza et al. (2015), e 

listados na Tabela 2, para verificar a presença de mutações relacionadas à 

suscetibilidade diminuída aos azólicos. 
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3.7.1 Amplificação do gene ERG11 

O gene ERG11 foi amplificado por PCR, em volume de 50 µL contendo: 1,25 U de 

Taq DNA polimerase; 1,5 mM de MgCl2; 200 µM de dNTPs, 0,4 µM dos primers 

ERG11_F1 e ERG11_F2 (Tabela 2), e 80 ng de DNA molde. As reações de 

amplificação foram realizadas no termociclador Veriti®, nas seguintes condições: 

denaturação inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 94 °C,     

1 minuto a 48 °C e 1 minuto a 72 °C; e extensão final a 72 °C por 5 minutos. Os 

produtos amplificados foram purificados utilizando illustra™ ExoProStar™ 1-Step (GE 

Healthcare), e posteriormente armazenados a -20 ºC até o momento do sequenciamento. 

3.7.2 Sequenciamento do gene ERG11 

O sequenciamento de DNA dos produtos purificados foi realizado pelo método de 

Sanger (Sanger et al., 1977), com todos os primers da Tabela 2, para que a região 

correspondente a ORF do gene ERG11 fosse sequenciada por completo. As reações 

foram realizadas, como prestação de serviços, no Núcleo Multiusuário Sequenciamento 

de DNA - Grupo 3, localizado no Laboratório de Gastroenterologia e Hepatologia 

Tropical (LIM-07) da Faculdade de Medicina da USP, que dispõe do sequenciador ABI 

PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequências do ERG11 foram 

analisadas no BioEdit v.7.2.3 (Hall, 1999), e comparadas com a sequência 

correspondente de C. parapsilosis ATCC 22019 (GenBank GQ302972). 
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Tabela 2 - Primers empregados no sequenciamento do gene ERG11 dos isolados de 

Candida parapsilosis (sensu stricto) não suscetíveis aos azólicos 

OLIGONUCLEOTÍDEOS SEQUÊNCIA (5′ → 3′) 

ERG11_CP_F1 CGAGATAATCATCAACGAACATTC 

ERG11_CP_R1 CGTTTAAAACATCCAAAGACCTTA 

ERG11_CP_F2 AATCTGAGGGTTTCCTTGATGGT 

ERG11_CP_R2 AAAGACCGCATTGACTACCGAT 

FONTE: Souza AC et al., 2015. 

NOTA: F1 e F2 correspondem aos primers forward, e R1 e R2 aos primers reverse. 

3.8 Genotipagem dos isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) 

A tipagem molecular dos isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA foi 

realizada por duas metodologias: separação dos fragmentos do DNA genômico por 

eletroforese em campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis – PFGE), após digestão 

com uma endonuclease, e análise de microssatélites de regiões não codificantes do 

genoma de C. parapsilosis (sensu stricto). 

3.8.1 PFGE do DNA genômico dos isolados de C. parapsilosis NSA 

A análise por PFGE do DNA genômico, após digestão enzimática, foi adaptada do 

protocolo descrito por Chen et al. (2005). 

3.8.1.1 Extração do DNA cromossômico 

Os isolados foram cultivados em ASD a 37 °C por 48 horas. Uma alçada de 

colônias foi suspensa em 1 mL de água ultrapura, e a suspensão foi submetida à 

agitação em vórtex; em seguida, a suspensão foi centrifugada a 13000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante foi desprezado, e mais uma lavagem com água foi realizada. 

Os tubos de 1,5 mL, previamente pesados vazios, e agora contendo o pellet de células, 

foram novamente pesados. Em seguida foi adicionado o volume exato de EDTA 50 mM 

pH 8,0 para se obter a concentração final de 1 mg de células/µL em cada tubo. 
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Cinquenta microlitros dessa suspensão foram adicionados a 150 µL de EDTA 50 mM 

pH 8,0 em outro tubo de 1,5 mL, e submetidos à agitação em vórtex. Foram adicionados 

40 µL (50 UI) da solução de liticase (L-2524, Sigma) 1,25 U/µL em cada tubo, com 

vagarosa homogeneização. Em seguida, 240 µL de agarose de baixo ponto de fusão 

(Bio-Rad, EUA) a 2% em EDTA 125 mM pH 7,5 a 50 °C, foram adicionados e 

homogeneizados com pipeta. De imediato, a solução foi cuidadosamente dispensada, 

em moldes de acrílico (Bio-Rad), para a formação dos pequenos blocos de gel de 

agarose. Os moldes preenchidos foram incubados em câmara úmida a 4 °C por 15 

minutos, para solidificação da agarose, e em seguida, a 37 °C por duas horas. Os blocos 

foram gentilmente removidos dos moldes e imersos em proteinase K (Invitrogen) na 

concentração de 1 mg/mL em solução tampão (TRIS 1 M, pH = 7,5; EDTA 0,5 M,     

pH = 8,0; lauroilsarcosina 10%), e incubados a 56 °C por 8–16 horas. Em seguida, a 

solução foi aspirada cuidadosamente e os blocos foram lavados três vezes com 2 mL de 

detergente anfipático CHEF TE (TRIS 1 M, pH = 7,0, TRIS 1 M pH = 8,0, EDTA       

0,5 M, pH = 7,0 e EDTA 0,5 M pH = 8,0), em temperatura ambiente, mantendo a 

solução em contato com o bloco por uma hora em cada lavagem, para a retirado de 

restos celulares. Após a última lavagem, o tampão CHEF TE foi trocado e os blocos 

armazenados a 4 °C. 

3.8.1.2 Digestão enzimática do DNA cromossômico 

Um bloco de cada amostra foi transferido para um tubo de 2 mL, e lavados três 

vezes com 1,5 mL do tampão Dummy No Salt [DNS (TRIS 100 mM, pH = 8,0; MgCl2  

5 mM)], em temperatura ambiente, mantendo a solução em contato com o bloco por 

uma hora, em cada lavagem. Em seguida, o tampão DNS foi substituído por 200 µL da 
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solução de digestão contendo 20 UI da enzima SfiI (Thermo Fischer), incubando-se a  

50 °C por 14–16 horas. No dia seguinte, a solução de digestão foi aspirada, e os blocos 

lavados com 1,5 mL da solução de TE de baixa molaridade (TRIS 0,01 M, pH = 7,5; 

EDTA 0,001 M, pH = 7,5), por duas horas. 

3.8.1.3 Eletroforese em campo pulsado do DNA cromossômico 

A corrida eletroforética foi realizada no sistema CHEF-DR III (Bio-Rad), 

empregando-se para cada corrida o marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG 

Marker (New England Biolabs). Os blocos de gel de agarose, contendo o DNA 

cromossômico digerido foram colocados no suporte utilizado para montar o gel de 

agarose da corrida. Em seguida, foram adicionados 100 mL de agarose 1% a 45–50 °C, 

e após a solidificação da agarose, o gel foi levado ao equipamento. A corrida foi 

realizada em bloco único, com o tempo da variação da corrente (switch time) inicial de 

10 segundos, e o final de 90 segundos, voltagem de 6,0 V/cm, a 14 °C por 23 horas. 

Após o término da corrida, o gel foi corado em solução de GelRed™ por 30 minutos, e 

registrado no sistema de foto-documentação. 

3.8.1.4 Análise do padrão de bandas 

A similaridade genética foi avaliada com base na presença ou ausência de bandas, 

nos perfis obtidos para cada isolado, e a análise do dendrograma foi realizada pelo 

software BioNumerics 7.5 (Applied Maths, Bélgica), com a tolerância de posição fixada 

em 1% e a otimização em 3%. O coeficiente de Dice foi utilizado para analisar a 

similaridade entre os perfis de bandas, e a análise dos clusters foi realizada pelo método 

Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA) (Chen et al., 

2005). 
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3.8.2 Análise de microssatélites do genoma de C. parapsilosis 

Para investigar possíveis evidências de alterações microevolutivas, tanto os 

isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA, quanto os suscetíveis aos azólicos (SA) 

foram incluídos na análise. A genotipagem foi realizada por meio da amplificação de 

oito loci gênicos (Tabela 3). 

As amplificações por PCR foram realizadas no termociclador Veriti® em um 

volume de reação de 50 µL contendo: 20 ng do DNA molde; 0,2 µM de cada primer; 

200 µM dNTPs, 1,25 U de Taq DNA polimerase e 1,5 mM de MgCl2, com a seguinte 

ciclagem para todos os oito pares de primers: denaturação inicial a 95 °C por 10 

minutos, seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 57 °C e 45 

segundos a 72 °C; e extensão final a 72 °C por 5 minutos. Os produtos amplificados 

foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2,5% por uma hora a 80 V, e 

registrados em sistema de foto-documentação após coloração com GelRed™. A 

similaridade dos perfis alélicos foi avaliada pelo coeficiente de Dice, e os clusters 

analisados por UPGMA, no software BioNumerics. 
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Tabela 3 - Primers empregados na análise de microssatélites do genoma dos 

isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) 

LOCUS SEQUÊNCIA DO PRIMER 

LOCUS A 
5′-AGCGCTGCAATCTAAACAGA-3′ 

5′-TTGCATCTGCAGAGAGCGTA-3′ 

LOCUS B 
5′-AGGTTTGTAGTAGTGTCCCTATGG-3′ 

5′-TATCTCTCTCGCCATTTGAACG-3′ 

LOCUS C 
5′-AGCTTGAGCCTATGTCAATGCCTA-3′ 

5′-TACAGCCTCGTCCCCCTCAC-3′ 

LOCUS D 
5′-GTGAGTGCTAAGTCTTGGCTAGTTG-3′ 

5′-TCTCACAGTACACACCAGTCAGTAC-3′ 

LOCUS G 
5′-TGCACCCGATTGCTGAAATGGTT-3′ 

5′-CGATTTTCCATGGAGCTCGCCAT-3′ 

CP1 
5′-AAAGTGCTACACACGCATCG-3′ 

5′-GGCTTGCAATTTCATTTCCT-3′ 

CP4 
5′-CAAATCATCCAGCTTCAAACC-3′ 

5′-CATCAAACAAGAATTCGATATCAC-3′ 

CP6 
5′-CAGGAACAGGACAATGGTGA-3′ 

5′-TCTGGAGCCTCTAGGACGTTT-3′ 

FONTE: PULCRANO G et al., 2012. 

3.9 Investigação de um surto envolvendo isolados de C. parapsilosis (sensu 

stricto) resistentes aos azólicos e correlação com os dados clínicos 

A investigação de um possível surto foi realizada no hospital com o maior número 

de isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA, para identificar características dos 

pacientes que poderiam estar associadas à infecção/colonização pelo genótipo resistente. 

Dados epidemiológicos e clínicos, incluindo demográficos, doenças subjacentes, 

comorbidades, procedimentos invasivos, histórico de uso de antibióticos e antifúngicos, 

foram coletados dos prontuários dos pacientes infectados/colonizados por isolados de C. 

parapsilosis (sensu stricto) suscetíveis ou não aos azólicos, por meio de um formulário 

específico para o presente estudo (Anexo A). Posteriormente, os dados foram inseridos 

em planilha do Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, EUA) para análise. 
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3.10 Ética 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo, pelo parecer de número 1.912.028 (Anexo B). 

3.11 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas no software SPSS 18.0 (IBM, EUA), e os 

valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. A análise 

univariada foi realizada para avaliar possíveis fatores de risco para colonização/infecção 

por C. parapsilosis (sensu stricto) NSA, em relação a C. parapsilosis (sensu stricto) SA. 

As comparações entre os grupos foram realizadas pelos testes qui-quadrado ou exato de 

Fisher, quando apropriado, para as variáveis categóricas. A comparação das variáveis 

não paramétricas contínuas foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Isolados do complexo Candida parapsilosis obtidos 

Trinta e oito isolados clínicos do complexo C. parapsilosis foram avaliados neste 

estudo. Desses, 21 eram provenientes do HU-USP (20 de sangue e 1 de líquor), obtidos 

no período 2008-2015. Os 17 restantes foram recuperados no HUMAP-UFMS (12 de 

sangue, 4 de PC e 1 de AMO), entre 2012 e 2016. 

4.2 Identificação das espécies do complexo Candida parapsilosis 

A identificação das espécies crípticas de C. parapsilosis está apresentada nas 

Tabelas 4 e 5. Entre os isolados provenientes do HU-USP, 18 (85,7%) foram 

identificados como C. parapsilosis (sensu stricto) e três (14,3%) como C. orthopsilosis; 

entre os isolados provenientes do HUMAP-UFMS, 14 (82,3%) foram identificados 

como C. parapsilosis (sensu stricto), dois (11,8%) como C. orthopsilosis e um (5,9%) 

C. metapsilosis. Na distribuição global, 32 (84,2%) foram C. parapsilosis (sensu 

stricto), cinco (13,2%) C. orthopsilosis e um (2,6%) C. metapsilosis, sendo as duas 

últimas espécies obtidas exclusivamente de hemoculturas. Os três métodos utilizados 

(RAPD, RFLP e MALDI-TOF MS) apresentaram 100% de concordância na 

identificação das espécies dos 38 isolados. 

4.3 Suscetibilidade aos antifúngicos das células planctônicas 

De acordo com os valores de ponto de corte descritos na Tabela 1 (EUCAST, 

2018), um isolado (4,8%) obtido no HU-USP apresentou resistência ao FLC, e outro 

(4,8%) suscetibilidade intermediária. Os 19 (90,4%) restantes foram suscetíveis ao FLC 
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e VRC. Entre os isolados provenientes do HUMAP-UFMS, 8 (47%) apresentaram 

resistência cruzada para FLC e VRC, 2 (11,8%) apresentaram suscetibilidade 

intermediária ao FLC, e 7 (41,2%) foram suscetíveis ao FLC e VRC. Todos os 38 

isolados foram suscetíveis à ANB, e apresentaram suscetibilidade intermediária as 

equinocandinas. Os resultados do TSA estão demonstrados nas Tabelas 4 e 5. 

4.4 Quantificação da biomassa e da atividade metabólica dos biofilmes 

Os 38 isolados foram submetidos aos ensaios de formação de biofilme. De acordo 

com os valores de cut-off propostos por Marcos-Zambrano, Escribano, Bouza, et al. 

(2014), 3 isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) apresentaram alta formação de 

biofilme (biomassa), e 4 isolados (3 C. parapsilosis e 1 C. orthopsilosis) apresentaram 

alta atividade metabólica. Todos os isolados C. parapsilosis (sensu stricto) NSA 

apresentaram baixa formação de biofilme e baixa atividade metabólica, exceto um 

isolado resistente (69155) do HU-USP, que apresentou alta formação de biofilme com 

alta atividade metabólica, conforme demonstrado na Figura 2. 
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Tabela 4 - Identificação das espécies do complexo Candida parapsilosis e resultados 

dos testes de suscetibilidade aos antifúngicos dos isolados obtidos no 

HU-USP - 2008 a 2015 

ISOLADO MATERIAL ESPÉCIE 

CIM 

(mg/L) 

ANB FLC VRC ANF CAF MIF 

6557 Sangue C. orthopsilosis 0,12 1,0 0,03 0,25 0,25 0,25 

36688 Sangue C. orthopsilosis 0,12 2,0 0,06 0,25 1,0 0,25 

989 Sangue C. orthopsilosis 0,12 1,0 0,03 0,5 0,25 0,25 

233 Sangue C. parapsilosis 1,0 4,0 0,06 2,0 1,0 1,0 

577 Sangue C. parapsilosis 0,25 1,0 0,03 2,0 1,0 1,0 

1035 Sangue C. parapsilosis 1,0 2,0 0,06 0,5 0,5 0,5 

42542 Sangue C. parapsilosis 0,12 0,5 0,06 1,0 1,0 1,0 

46615 Sangue C. parapsilosis 0,12 2,0 0,06 0,25 1,0 1,0 

51228 Líquor C. parapsilosis 0,5 1,0 0,06 0,5 1,0 1,0 

69155 Sangue C. parapsilosis 0,25 8,0 0,06 0,5 1,0 1,0 

88130 Sangue C. parapsilosis 0,25 2,0 0,06 0,5 0,5 0,5 

88404 Sangue C. parapsilosis 0,25 2,0 0,03 0,5 0,5 0,5 

96688 Sangue C. parapsilosis 0,25 1,0 0,03 2,0 1,0 1,0 

97925 Sangue C. parapsilosis 0,5 1,0 0,03 1,0 1,0 1,0 

695 Sangue C. parapsilosis 0,5 1,0 0,016 1,0 1,0 1,0 

1069 Sangue C. parapsilosis 0,5 2,0 0,03 1,0 1,0 1,0 

346777 Sangue C. parapsilosis 0,25 2,0 0,03 1,0 0,5 1,0 

376 Sangue C. parapsilosis 0,5 1,0 0,03 1,0 1,0 1,0 

570 Sangue C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,5 1,0 0,5 

15/97 Sangue C. parapsilosis 0,25 0,5 0,016 0,5 1,0 0,5 

15/362 Sangue C. parapsilosis 0,5 0,25 0,016 2,0 1,0 1,0 

NOTA: Os números em negrito correspondem aos valores das concentrações inibitórias mínimas do 

fluconazol para os isolados não suscetíveis a esse antifúngico. 

ANB = Anfotericina B; ANF = Anidulafungina; CAF = Caspofungina; CIM = Concentração Inibitória 

Mínima; FLC = Fluconazol; MIF = Micafungina; VRC = Voriconazol. 
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Tabela 5 - Identificação das espécies do complexo Candida parapsilosis e resultados 

dos testes de suscetibilidade aos antifúngicos dos isolados obtidos no 

HUMAP-UFMS - 2012 a 2016 

ISOLADO MATERIAL ESPÉCIE 

CIM 

(mg/L) 

ANB FLC VRC ANF CAF MIF 

119 H Sangue C. metapsilosis 0,25 2,0 0,03 0,25 0,5 0,25 

65 H Sangue C. orthopsilosis 0,5 0,5 0,03 0,25 0,25 0,25 

191 H Sangue C. orthopsilosis 0,5 0,5 0,016 0,5 0,25 0,25 

16 PC PC C. parapsilosis 1,0 64 1,0 2,0 1,0 1,0 

58 H Sangue C. parapsilosis 0,5 32 0,5 1,0 1,0 1,0 

87 H Sangue C. parapsilosis 0,5 64 2,0 2,0 1,0 1,0 

88 H Sangue C. parapsilosis 1,0 64 1,0 2,0 1,0 1,0 

137 H Sangue C. parapsilosis 0,5 64 1,0 2,0 1,0 1,0 

542 AMO AMO C. parapsilosis 1,0 64 1,0 2,0 1,0 1,0 

340 PC PC C. parapsilosis 1,0 64 1,0 2,0 2,0 1,0 

422 PC PC C. parapsilosis 1,0 4,0 0,06 2,0 1,0 1,0 

29 H Sangue C. parapsilosis 0,5 4,0 0,12 2,0 1,0 1,0 

188 H Sangue C. parapsilosis 0,5 1,0 0,03 1,0 1,0 1,0 

199 H Sangue C. parapsilosis 0,25 1,0 0,03 2,0 1,0 1,0 

559 H Sangue C. parapsilosis 0,5 2,0 0,06 1,0 1,0 0,5 

1131 PC PC C. parapsilosis 0,5 32 0,5 2,0 1,0 1,0 

662 H-II Sangue C. parapsilosis 0,06 0,5 0,008 0,5 0,5 0,5 

NOTA: Os números em negrito correspondem aos valores das concentrações inibitórias mínimas dos 

azólicos testados (fluconazol e voriconazol) para os isolados não suscetíveis a esses antifúngicos. 

AMO = Aspirado de Medula Óssea; ANB = Anfotericina B; ANF = Anidulafungina; CAF = 

Caspofungina; CIM = Concentração Inibitória Mínima; FLC = Fluconazol; MIF = Micafungina; PC = 

Ponta de Cateter; VRC = Voriconazol. 
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Figura 2 - Comparação da biomassa e atividade metabólica dos biofilmes formados por cepas de referência e isolados clínicos do complexo Candida parapsilosis 

Linhas tracejadas (classificação da produção de biomassa): baixa formação de biofilme (BFB), moderada formação de biofilme (MFB) e alta formação de biofilme (AFB). 

Linhas pontilhadas (classificação da atividade metabólica): baixa atividade metabólica (BAM), moderada atividade metabólica (MAM) e alta atividade metabólica 

(AAM). Candida albicans SC5314 foi utilizada como controle de qualidade dos experimentos, e as barras de erro representam o desvio padrão. 
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4.5 Atividade in vitro dos antifúngicos contra os biofilmes 

A atividade da ANB e de três equinocandinas (ANF, CAF e MIF) foi avaliada 

contra os biofilmes de três isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) que apresentaram 

alta formação de biofilme com alta atividade metabólica (46615, 69155 e 188 H). 

Apenas a ANB apresentou atividade contra as células sésseis dos isolados analisados 

(Tabela 6). 

Tabela 6 - Resultados dos testes de suscetibilidade aos antifúngicos das células 

sésseis dos isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) com alta 

formação de biofilme e da cepa Candida albicans SC5314 

ISOLADO 

ANB 

(mg/L) 
 

ANF 

(mg/L) 
 

CAF 

(mg/L) 
 

MIF 

(mg/L) 

SMIC50 SMIC80  SMIC50 SMIC80  SMIC50 SMIC80  SMIC50 SMIC80 

46615 0,25 0,5  > 16 > 16  > 16 > 16  > 16 > 16 

69155 0,25 0,5  > 16 > 16  > 16 > 16  > 16 > 16 

188 H 0,25 0,5  > 16 > 16  > 16 > 16  > 16 > 16 

SC5314 0,5 1  0,03 0,25  0,03 0,06  0,03 0,25 

NOTA: SMIC50, SMIC80 = Sessile Minimum Inhibitory Concentrations (SMICs) 

correspondentes à redução de 50% e 80%, respectivamente, na atividade metabólica do 

biofilme tratado com antifúngico, em relação ao biofilme não tratado do mesmo isolado. 

ANB = Anfotericina B; ANF = Anidulafungina; CAF = Caspofungina; MIF = 

Micafungina. 

4.6 Análise proteômica de células planctônicas e sésseis por MALDI-TOF MS 

Os perfis proteômicos dos superespectros (super-spectra e MSP) das células 

planctônicas e sésseis, dos três isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) que 

apresentaram alta formação de biofilme com alta atividade metabólica (46615, 69155 e 

188 H) e da cepa C. albicans SC5314, apresentaram diferenças em ambas plataformas 

utilizadas (VITEK-MS™ e Microflex™). O nível das diferenças está demonstrado nos 

dendrogramas (Figuras 2, 4 e 6) e matrizes de CCI (Figuras 3, 5 e 7) a seguir. 
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Os superespectros das células planctônicas e sésseis de cada isolado foram 

construídos, nas duas plataformas, a partir de pelo menos oito espectros que se 

enquadraram dentro dos critérios de qualidade estabelecidos nos itens 3.6.4.1 e 3.6.4.2. 

 

Figura 3 - Dendrograma gerado no VITEK-MS™ a partir dos super-spectra das 

células planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos isolados de Candida 

parapsilosis (sensu stricto) com alta formação de biofilme e da cepa Candida 

albicans SC5314 (taxonomia absoluta) 

As distâncias no eixo x indicam a quantidade de massas idênticas entre os 40 picos 

analisados dos superespectros. 

 

Figura 4 - Matriz de Composite Correlation Index (CCI) gerada no VITEK-MS™ a 

partir dos super-spectra das células planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos 

isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) com alta formação de biofilme e da 

cepa Candida albicans SC5314 (taxonomia absoluta) 

Cores diferentes indicam a distância de correlação (quantidade de massas idênticas). 
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Na plataforma VITEK-MS™, os super-spectra das células planctônicas e sésseis 

dos isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) apresentaram 19 (47,5%) massas 

idênticas, enquanto da cepa C. albicans SC5314 apresentaram 8 (20%), entre os 40 

picos analisados pelo software SARAMIS Premium (Figuras 2, 3, 4 e 5). 

 

Figura 5 - Dendrograma gerado no VITEK-MS™ a partir dos super-spectra das 

células planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos isolados de Candida 

parapsilosis (sensu stricto) com alta formação de biofilme e da cepa Candida 

albicans SC5314 (taxonomia relativa) 

As distâncias no eixo x indicam o percentual de similaridade entre os 40 picos 

analisados dos superespectros. 

 

Figura 6 - Matriz de Composite Correlation Index (CCI) gerada no VITEK-MS™ a 

partir dos super-spectra das células planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos 

isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) com alta formação de biofilme e da 

cepa Candida albicans SC5314 (taxonomia relativa) 

Cores diferentes indicam a distância de correlação (percentual de similaridade). 
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Na plataforma Microflex™, o nível de distância foi maior entre os MSP das células 

planctônicas e sésseis dos isolados clínicos de C. parapsilosis (sensu stricto) (Figura 6). 

Os MSP das células planctônicas e sésseis da cepa C. albicans SC5314, analisados pelo 

software Biotyper, apresentaram 49,9% de similaridade (Figura 7). 

As análises pelo software flexAnalysis permitiram alinhar os espectros 

representativos dos MSP das células planctônicas e das células sésseis de C. 

parapsilosis (sensu stricto), e da cepa C. albicans SC5314, para verificar as principais 

diferenças entre os respectivos perfis proteômicos (Figura 8). 

O perfil proteômico das células sésseis dos isolados de C. parapsilosis (sensu 

stricto), representado pela amostra 188 H, apresentou as principais diferenças em 

relação ao perfil proteômico das suas respectivas células planctônicas, nos intervalos 

das massas relativas de 4000 a 8000 m/z e de 8600 a 14600 m/z (Figuras 9 e 10). Por 

outro lado, no perfil proteômico das células sésseis da cepa C. albicans SC5314, poucas 

diferenças foram perceptíveis em relação ao perfil proteômico das suas respectivas 

células planctônicas, nesses mesmos intervalos de massas relativas (Figuras 11 e 12). 
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Figura 7 - Dendrograma gerado no Microflex™ a partir dos Main Spectra (MSP) 

das células planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos isolados de Candida 

parapsilosis (sensu stricto) com alta formação de biofilme e da cepa Candida 

albicans SC5314 

As distâncias estão exibidas em unidades relativas no eixo x. 

 

Figura 8 - Matriz de Composite Correlation Index (CCI) gerada no Microflex™ a 

partir dos Main Spectra (MSP) das células planctônicas (planktonic) e sésseis 

(biofilm) dos isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) com alta formação de 

biofilme e da cepa Candida albicans SC5314 

Cores diferentes indicam a distância de correlação (percentual de similaridade). 
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Figura 9 - Espectros representativos dos MSP das células planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) de C. parapsilosis (188 H) e de C. albicans SC5314. 
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Figura 10 - Sobreposição dos espectros representativos dos MSP das células 

planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) do isolado 188 H de Candida 

parapsilosis (sensu stricto), no intervalo das massas relativas de 4000 a 8000 m/z 

As massas quantificadas correspondem a alguns picos específicos das células sésseis. 

 
Figura 11 - Sobreposição dos espectros representativos dos MSP das células 

planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) do isolado 188 H de Candida 

parapsilosis (sensu stricto), no intervalo das massas relativas de 8600 a 14600 m/z 

As massas quantificadas correspondem a alguns picos específicos das células sésseis. 
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Figura 12 - Sobreposição dos espectros representativos dos MSP das células 

planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) da cepa Candida albicans SC5314, no 

intervalo das massas relativas de 4000 a 8000 m/z 

As massas quantificadas correspondem a alguns picos específicos das células sésseis. 

 
Figura 13 - Sobreposição dos espectros representativos dos MSP das células 

planctônicas (planktonic) e sésseis (biofilm) da cepa Candida albicans SC5314, no 

intervalo das massas relativas de 8600 a 14600 m/z 

As massas quantificadas correspondem a alguns picos específicos das células sésseis. 
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4.7 Mutações do gene ERG11 dos isolados de C. parapsilosis NSA 

Foram analisadas as sequências de 1.569 pb do gene ERG11 dos doze isolados de 

C. parapsilosis (sensu stricto) NSA obtidos neste estudo (10 do HUMAP-UFMS e 2 do 

HU-USP). Todos os isolados NSA apresentaram uma mutação silenciosa (T591C) nesse 

gene. A mutação não sinônima (A→T) no nucleotídeo de posição 395 (A395T), que 

acarreta na troca do aminoácido tirosina por fenilalanina na posição de número 132 

(Y132F), foi observada em sete (87,5%) dos oito isolados do HUMAP-UFMS, com 

resistência cruzada para FLC e VRC (Tabela 7). A mutação G1193T, que leva à 

substituição R398I, foi observada no único isolado do HU-USP resistente ao FLC 

(69155). Todas as mutações pontuais foram homozigóticas (em ambos os alelos), e 

podem ser visualizadas no Anexo C. 

Tabela 7 - Perfil de suscetibilidade e análise das sequências do gene ERG11 dos 

isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) não suscetíveis aos 

azólicos, obtidos no HUMAP-UFMS - 2012 a 2015 

ISOLADO 
DATA DA 

COLETA 
UNIDADE1 

SUSCETIBILIDADE MUTAÇÃO NO 

GENE ERG11 FLC VRC 

58 H 11/04/2012 Renal Resistente Resistente T591C 

87 H 17/06/2013 CTI adulto Resistente Resistente T591C, A395T 

137 H 13/08/2013 CTI adulto Resistente Resistente T591C, A395T 

88 H 21/10/2013 CTI adulto Resistente Resistente T591C, A395T 

542 AMO 26/11/2013 CTI adulto Resistente Resistente T591C, A395T 

16 PC 21/01/2014 CTI adulto Resistente Resistente T591C, A395T 

340 PC 29/07/2014 CTI adulto Resistente Resistente T591C, A395T 

422 PC 06/08/2014 CTI adulto Intermediária Suscetível T591C 

29 H 08/01/2015 CTI adulto Intermediária Suscetível T591C 

1131 PC 06/09/2015 CTI adulto Resistente Resistente T591C, A395T 
1 Unidade hospitalar na qual o paciente estava internado na respectiva data da coleta. 

CTI = Centro de Terapia Intensiva; FLC = Fluconazol; VRC = Voriconazol. 
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4.8 Genotipagem dos isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) 

Dez (71,4%) dos 14 isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) provenientes do 

HUMAP-UFMS não foram suscetíveis aos azólicos [oito (57,1%) apresentaram 

resistência cruzada para FLC e VRC e dois (14,3%) suscetibilidade intermediária ao 

FLC] (Tabela 5). Eles foram obtidos predominantemente de pacientes internados no 

centro de terapia intensiva (CTI) adulto do referido hospital (Tabela 7), e apresentaram 

baixa formação de biofilme e baixa atividade metabólica (Figura 2). Deste modo, todos 

os isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) desse hospital, incluindo os SA, foram 

genotipados para investigar a ocorrência de um possível surto envolvendo isolados 

clonais. 

4.8.1 PFGE do DNA genômico dos isolados de C. parapsilosis NSA 

Os nove isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA obtidos no HUMAP-

UFMS apresentaram o mesmo padrão de bandas, após a separação por PFGE dos 

fragmentos do DNA digerido com SfiI (Figura 14). O isolado 1131 PC foi obtido depois 

que a investigação molecular foi iniciada, tendo sido incluído apenas na análise de 

microssatélites. 

A análise por UPGMA do dendrograma gerado indicou 100% de similaridade 

genética entre eles (dados não mostrados). As bandas, que variaram entre 50 e 1.300 Kb, 

foram normalizadas no software BioNumerics, utilizando como referência o marcador 

de peso molecular Lambda Ladder (Figura 15). 

4.8.2 Análise de microssatélites do genoma de C. parapsilosis 

A análise dos 14 isolados (10 NSA e 4 SA) de C. parapsilosis (sensu stricto) do 

HUMAP-UFMS e da cepa C. parapsilosis ATCC 22019 revelou a presença de 26 alelos, 
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a partir de oito genótipos diferentes. A detecção de mais de uma banda após 

amplificação do material genômico por PCR, foi relacionada à presença de alelos 

diferentes no genótipo, sendo considerado heterozigoto. Na presença de banda única, o 

isolado foi considerado homozigoto para o respectivo locus. Os fragmentos, obtidos de 

cada isolado foram utilizados para montar uma matriz, demonstrando a presença dos 

alelos nos loci (Tabela 8). O dendrograma (Figura 16) foi gerado após a importação 

dessa matriz para o software BioNumerics. 

    
Figura 14 - Padrão de bandas do PFGE do DNA 

genômico dos isolados de Candida parapsilosis (sensu 

stricto) não suscetíveis aos azólicos, após digestão com 

a enzima SfiI 

L = Lambda Ladder (48,5–1.018,5 Kb) 

 

L       16PC   29H    58H    87H       L      88H   137H    542     340     422        L 

                                                                                        AMO    PC      PC 

Figura 15 - Normalização pelo 

BioNumerics do padrão de bandas obtido 

no PFGE, utilizando como referência o 

marcador de peso molecular Lambda 

Ladder 
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Tabela 8 - Matriz obtida pela análise de microssatélites dos 14 isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) e da cepa ATCC 22019 

ISOLADO 

LOCUS 

A B C D  G  CP 1  CP 4  CP 6 

110 

pb 

120 

pb 

145 

pb 

160 

pb 

185 

pb 

130 

pb 

110 

pb 

125 

pb 

135 

pb 

150 

pb 
 

120 

pb 

140 

pb 
 

215 

pb 

235 

pb 

250 

pb 

290 

pb 
 

290 

pb 

300 

pb 

325 

pb 

350 

pb 

380 

pb 
 

265 

pb 

280 

pb 

300 

pb 

315 

pb 

360 

pb 

58 H 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0  1 0  1 0 0 0  1 1 0 1 0  0 0 1 1 0 

87 H 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

137 H 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

88 H 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

542 AMO 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

16 PC 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

340 PC 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

422 PC 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

188 H 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 0 0 0  0 1 0 1 1 

199 H 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0  0 1  0 0 1 0  0 0 0 1 0  0 1 1 0 0 

29 H 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

559 H 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1  1 0  0 1 1 1  0 1 0 0 0  1 1 0 0 0 

1131 PC 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0  1 0  0 0 1 0  0 0 1 0 0  1 1 0 0 0 

662 H - II 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0  0 1  0 0 1 0  0 0 0 1 1  0 1 1 0 0 

ATCC 

22019 
1 0 1 0 0 1 0 1 0 0  1 0  0 0 1 1  0 1 0 0 0  0 0 1 0 0 

NOTA: O número 0 (zero) corresponde à ausência e o número 1 (um) à presença do respectivo produto de PCR de cada locus. 

pb = pares de bases. 
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Figura 16 - Dendrograma de agrupamento dos 14 isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) e da cepa Candida parapsilosis ATCC 

22019, baseado na análise de microssatélites de seus respectivos genomas 

A similaridade genética entre cada ramo está indicada no nó entre eles. O quadrado preto indica a presença de um produto de amplificação. 
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4.9 Investigação de um surto envolvendo isolados de C. parapsilosis (sensu 

stricto) resistentes aos azólicos e correlação com os dados clínicos 

Os dados clínicos e epidemiológicos foram coletados dos prontuários dos 14 

pacientes do HUMAP-UFMS, cujos isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) foram 

previamente genotipados, pela análise de microssatélites. 

O primeiro isolado de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA (58 H) foi detectado em 

abril de 2012, obtido de um paciente idoso com insuficiência renal crônica e sob 

tratamento dialítico via CVC. O paciente não possuía histórico de uso de antifúngicos 

durante essa internação, e desenvolveu candidemia na unidade renal do referido 

hospital. De acordo com a análise de microssatélites, este isolado não apresentou 

relação genética com os demais isolados NSA, provenientes do CTI adulto (Figura 16). 

O primeiro isolado clonal NSA (87 H) era de junho de 2013, proveniente de um 

paciente adulto jovem, com lúpus eritematoso sistêmico, que desenvolveu candidemia 

após 19 dias de tratamento com FLC, e prolongada internação no CTI adulto. Após este 

caso, outros oito pacientes da mesma unidade apresentaram culturas positivas para C. 

parapsilosis (sensu stricto) NSA (Tabela 7). De acordo com a análise de microssatélites, 

todos os isolados NSA do CTI adulto foram agrupados em um único cluster, sendo o 

último (1131 PC) detectado em setembro de 2015 (Figura 16), evidenciando a 

ocorrência de um surto nessa unidade hospitalar. 

Os quatro isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) SA obtidos entre dezembro de 

2014 e março de 2016 não foram geneticamente relacionados aos isolados clonais 

envolvidos no surto. Dois dos pacientes infectados por esses isolados estavam 

internados no CTI adulto, um na UTI neonatal e outro na unidade cirúrgica (Figura 16). 
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Ao comparar os dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes com culturas 

positivas para os isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA (9), com os 

dados dos pacientes infectados pelos isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) SA (4), 

verificou-se que ambos os grupos estavam hospitalizados por um período prolongado 

antes do isolamento das leveduras (média de 46 vs. 23,5 dias, P = 0,3). A maioria dos 

pacientes possuía CVC antes das culturas positivarem (100% NSA vs. 75% SA). 

Os pacientes com culturas positivas para isolados clonais NSA tenderam a ter mais 

comorbidades do que os infectados por isolados AS: diabetes mellitus (44% vs. 0%) e 

doenças pulmonares crônicas (89% vs. 25%). Contudo, as diferenças não foram 

estatisticamente significantes. 

Todos os pacientes com culturas positivas para isolados clonais NSA tinham sido 

hospitalizados no CTI adulto, enquanto os isolados SA infectaram apenas dois pacientes 

nessa unidade (100% vs. 50%, P = 0,08). Todos os pacientes com isolados clonais de C. 

parapsilosis (sensu stricto) NSA possuíam histórico de uso de corticosteroides, 

enquanto em nenhum dos pacientes com isolados SA haviam sido administrados (P = 

0,001). 

A maioria dos pacientes (78%) com culturas positivas para isolados clonais NSA 

foi tratada com FLC (intervalo 2-67 dias) antes do isolamento de C. parapsilosis. Entre 

os pacientes infectados pelos isolados SA, um (25%) também recebeu FLC (P = 0,2). A 

mediana do tempo de tratamento prévio com FLC, nos pacientes com os isolados 

clonais NSA, foi maior do que nos pacientes infectados pelos isolados SA (12 vs. 0 

dias), sem significância estatística (P = 0,07, dados não mostrados). Os dados clínicos e 

epidemiológicos estão resumidos na Tabela 9. 
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Tabela 9 - Características clínicas e epidemiológicas dos pacientes do HUMAP-

UFMS com culturas positivas para Candida parapsilosis (sensu stricto) 

não suscetíveis aos azólicos (NSA) clonais e isolados suscetíveis (SA) 

CARACTERÍSTICAS DOS PACIENTES 
CLONE NSA 

(N = 9) 

SA 

(N = 4) 
P 

Idade (anos) – média (intervalo) 41 (22–84) 28 (1–45) 0,2 

Gênero Feminino – n (%) 5 (56) 3 (75) 1 

Hospitalização (dias) antes da cultura positiva 46 (1–106) 23,5 (10–92) 0,3 

Admissão prévia no CTI adulto – n (%) 9 (100) 2 (50) 0,08 

Comorbidades – n (%)    

Câncer 0 (0) 1 (25) 0,3 

Doença pulmonar 8 (89) 1 (25) 0,09 

Doença cardíaca 2 (22) 1 (25) 1 

Diabetes mellitus 4 (44) 0 (0) 0,2 

Insuficiência renal 5 (56) 1 (25) 0,5 

Insuficiência hepática 2 (22) 0 (0) 1 

Histórico de procedimentos invasivos – n (%)    

Cateter urinário 8 (89) 2 (50) 0,2 

Cateter venoso central 9 (100) 3 (75) 0,3 

Hemodiálise 4 (44) 0 (0) 0,2 

Uso prévio de antibióticos 9 (100) 4 (100) 1 

Uso prévio de corticosteroides 9 (100) 0 (0) 0,001 

Uso prévio de antifúngicos 9 (100) 2 (50) 0,07 

Uso prévio de fluconazol 7 (78) 1 (25) 0,2 

Mortalidade geral 7 (78) 2 (50) 0,5 

NOTA: Valor de P em negrito significa que foi estatisticamente significativo (P < 0,05). 

CTI = Centro de Terapia Intensiva. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Candidíase invasiva frequentemente acomete pacientes hospitalizados em UTIs, e 

está associada a elevadas taxas de mortalidade, devido ao diagnóstico e tratamento 

tardios, determinantes cruciais para o desfecho clínico (Ben-Ami, 2018; Clancy e 

Nguyen, 2018; O'leary et al., 2018). A difusão de procedimentos invasivos, do uso de 

antibióticos de amplo espectro e de potentes imunossupressores, bem como de CVC, 

tem aumentando consideravelmente a incidência de candidemia nas últimas décadas 

(Mellinghoff et al., 2018). 

Embora o intestino seja considerado um reservatório fúngico primário, o CVC 

possivelmente é uma via alternativa para a disseminação hematogênica de Candida 

spp., associando as infecções de corrente sanguínea a esse dispositivo (Epelbaum e 

Chasan, 2017). A análise molecular de isolados de C. parapsilosis obtidos, 

simultaneamente, da corrente sanguínea e PC, reforça essa observação ao demonstrar a 

similaridade entre os genótipos (Wang, Zhang, et al., 2016). 

A presença de micro-organismos na PC contribui para a ocorrência de infecções de 

corrente sanguínea relacionadas ao CVC. Crescimento de Candida spp. em culturas 

desse segmento do cateter, acima de 15 UFC/PC, tem sido utilizado como critério para 

considerar episódios de candidemia relacionados a esse dispositivo (Janum e Afshari, 

2016). 

Em nossa casuística, quatro isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto) 

NSA, provenientes de ponta de cateter de pacientes hospitalizados no CTI adulto do 

HUMAP-UFMS (Tabelas 5 e 7), apresentaram crescimento acima de 15 UFC/PC. Esses 
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pacientes apresentavam fatores de risco semelhantes àqueles com candidemia, no 

entanto, as hemoculturas foram negativas. Porém, como já demonstrado por diversos 

autores, esta técnica tem uma baixa sensibilidade, de aproximadamente 50% 

(Phoompoung e Chayakulkeeree, 2016). 

Candida parapsilosis (sensu stricto) tem sido descrita como a espécie mais comum 

entre os isolados clínicos do complexo C. parapsilosis, representando mais de 80% do 

total (Xiao et al., 2015; Barchiesi et al., 2016; Lovero et al., 2016; Magobo et al., 2017; 

Moreno et al., 2017; Neji, Trabelsi, et al., 2017). Menos de 20% dos nossos isolados 

foram identificados como C. orthopsilosis e C. metapsilosis (Tabelas 4 e 5), em acordo 

com outros estudos brasileiros (Bonfietti et al., 2012; Trabasso et al., 2015; Ziccardi et 

al., 2015), e mostrando que a distribuição dessas espécies se mantém inalterada no país. 

Estas duas espécies são pouco isoladas de amostras clínicas, e ainda mais raramente de 

sangue (Gomez-Lopez et al., 2008; Silva, A. P. et al., 2009; Chen et al., 2010). 

As primeiras análises demonstraram que a plataforma Microflex™ de MALDI-

TOF MS, não apresentava acurácia na identificação das espécies do complexo C. 

parapsilosis, provavelmente devido à insuficiência de espectros de massas de referência 

de cada espécie, disponíveis no software Biotyper 2.0 (Hendrickx et al., 2011; Putignani 

et al., 2011; Jamal et al., 2014). No presente estudo, as espécies dos isolados clínicos, 

previamente determinadas por RAPD e RFLP, foram identificadas corretamente pelo 

software Biotyper 3.1, atualizado com novos espectros de referência, mostrando 100% 

de concordância com as técnicas moleculares, e resultados similares a outros relatos 

(Chao et al., 2014; Zhao et al., 2017). Portanto, a plataforma Microflex™ pode ser uma 

ferramenta útil, rápida e confiável para identificação das espécies crípticas desse 

complexo, contudo, depende da versão do software Biotyper utilizada. 
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Embora ainda sejam incomuns, os isolados de Candida spp. resistentes aos 

antifúngicos, têm sido cada vez mais identificados em todo o mundo (Arendrup, 2014; 

Perlin et al., 2015). Recentemente, a análise de uma coleção global com 2.809 isolados 

clínicos de Candida spp. de 29 países, detectou resistência ao FLC em 3,8% dos 

isolados de C. parapsilosis, superando C. albicans e C. tropicalis, com 0,4% e 2,7%, 

respectivamente (Castanheira et al., 2017). 

Baixas taxas de resistência ao FLC têm sido relatadas entre os isolados de C. 

parapsilosis em todo o mundo, incluindo a América Latina (1,1%) (Nucci, Queiroz-

Telles, et al., 2013), EUA (4,0%) (Pfaller e Castanheira, 2016), Ásia e Pacífico 

Ocidental (5,7%) (Pfaller et al., 2015), e Europa (5,6%) (Trouvé et al., 2017). Nos 

últimos anos, casos de candidíase invasiva causada por isolados NSA têm sido relatados 

no Brasil (Da Costa et al., 2014; Giacobino et al., 2016; Pinhati et al., 2016; Alencar et 

al., 2017). 

Da Costa et al. (2014) e Pinhati et al. (2016) observaram resistência ao FLC em 

26,9% e 75%, respectivamente, dos isolados de C. parapsilosis obtidos de casos de 

candidemia, no Brasil. Nossos resultados reforçam a importância do monitoramento do 

perfil de suscetibilidade aos azólicos dessa levedura no país, ao demonstrar a presença 

de isolados NSA em dois hospitais universitários públicos brasileiros de diferentes 

Estados (9,6% no HU-USP e 58,8% no HUMAP-UFMS). 

As três espécies do complexo C. parapsilosis podem formar biofilme, no entanto, 

tal capacidade e o tipo de estrutura formada, dependem da cepa envolvida (Cordeiro et 

al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Apesar desta dependência, os isolados com 

maior produção de biofilme são predominantemente de C. parapsilosis (sensu stricto) 

(Neji, Hadrich, et al., 2017; Paula-Mattiello et al., 2017; Brilhante et al., 2018), 



63 

 

 

enquanto a menor produção tem sido observada principalmente em C. metapsilosis 

(Cordeiro et al., 2014; Neji, Hadrich, et al., 2017; Brilhante et al., 2018). Em 

concordância com tais relatos, os três isolados da nossa casuística, com alta formação de 

biofilme (46615, 69155 e 188 H), foram identificados como C. parapsilosis (sensu 

stricto), e o único isolado de C. metapsilosis (119 H) apresentou baixa formação (Figura 

2). Assim como este último, os isolados de C. orthopsilosis (989, 65 H e 191 H) 

apresentaram baixa formação, mas alta formação já foi observada em isolados dessa 

espécie em outro estudo (Treviño-Rangel et al., 2015). 

Enquanto três isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) aparesentaram alta 

formação de biofilme com alta atividade metabólica, foi observada moderada formação 

com baixa atividade em outros três isolados (570, 88404 e 662 H-II), e um isolado de C. 

orthopsilosis (191 H) apresentou baixa formação com alta atividade (Figura 2). Tais 

achados corroboram com estudos anteriores (Lattif et al., 2010; Melo et al., 2011; 

Treviño-Rangel et al., 2015), ao demonstrar a falta de relação da biomassa e da 

viabilidade celular dos biofilmes de C. parapsilosis (sensu lato), ou seja, a atividade 

metabólica parece ser independente da quantidade de biomassa. 

A quantificação de biofilmes tem sido realizada principalmente pela coloração com 

cristal violeta, que quantifica a biomassa total do mesmo, corando componentes da 

matriz extracelular, bem como células vivas e mortas. Já o ensaio de redução de XTT, 

ao mensurar a atividade metabólica, avalia apenas as células vivas (Azeredo et al., 

2017). Além dessas diferenças metodológicas, os biofilmes microbianos apresentam 

uma importante heterogeneidade estrutural, biológica e química (Stewart e Franklin, 

2008), que podem explicar a discrepância entre a biomassa e a atividade metabólica do 

biofilme de alguns isolados. 
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A formação de biofilme por Candida spp. representa um importante problema 

clínico para pacientes criticamente doentes, devido às opções terapêuticas limitadas. 

Embora o desenvolvimento de resistência do biofilme contra as equinocandinas pareça 

ser mais lento, um perfil elevado tem sido observado contra os azólicos (Fiori et al., 

2011; Maiolo et al., 2016; Swaminathan et al., 2018). E por isso, as equinocandinas têm 

sido consideradas como tratamento de escolha para episódios de candidemia e de 

candidíase invasiva associados a biofilmes (Almirante et al., 2017). 

Um estudo conduzido em 2002 demonstrou a suscetibilidade dos biofilmes de C. 

albicans e C. parapsilosis, apenas às formulações lipídicas de ANB (complexo lipídico 

e a lipossomal) e equinocandinas (CAF e MIF), sendo resistentes aos triazóis (FLC, 

VRC e ravuconazol), nistatina, clorexidina, terbinafina e ANB desoxicolato (Kuhn et 

al., 2002). Entretanto, recentemente foi demonstrada que tanto a ANB desoxicolato, 

quanto a ANB lipossomal foram capazes de reduzir a biomassa de biofilmes de C. 

albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis (Rodrigues e Henriques, 2017). 

Além disso, foi demonstrada maior atividade da ANB desoxicolato quando 

comparada à ANF contra biofilmes de C. parapsilosis (Valentín et al., 2016), em 

concordância com nossos resultados, que extrapolam essa observação para CAF e MIF. 

Resultados anteriores sugerem que ANF seja mais efetiva contra biofilmes de C. 

albicans e C. tropicalis do que de C. parapsilosis (Rosato et al., 2013). 

Moderada e baixa atividade das equinocandinas contra biofilmes de C. parapsilosis 

têm sido relatadas em vários estudos (Simitsopoulou et al., 2013; Guembe et al., 2014; 

Shirazi e Kontoyiannis, 2015; Kovács et al., 2016; Kovács et al., 2017; Prażyńska et al., 

2018). Particularmente, a MIF tem apresentado a melhor atividade anti-biofilme 

(Simitsopoulou et al., 2013; Shirazi e Kontoyiannis, 2015). 
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Recentemente foi descrita maior atividade in vitro da MIF contra biofilmes de C. 

albicans, com alta atividade metabólica ou alta produção de biomassa, sugerindo que a 

suscetibilidade a essa equinocandina teria relação direta com a atividade metabólica ou 

produção de biomassa (Marcos-Zambrano, Escribano, González Del Vecchio, et al., 

2014; Marcos-Zambrano et al., 2016). De fato, os biofilmes de C. glabrata, com as 

maiores atividades metabólicas, exibiram maior suscetibilidade à MIF, enquanto os 

biofilmes de C. parapsilosis mostraram as menores atividades, sendo os menos 

suscetíveis (Prażyńska et al., 2018). No entanto, nossos resultados não mostraram 

qualquer atividade in vitro da MIF, contra biofilmes de C. parapsilosis com alta 

atividade metabólica e alta produção de biomassa, assim como observado recentemente 

por outros autores (Kovács et al., 2017), demonstrando que essas características não 

influenciam na suscetibilidade do biofilme dessa espécie. 

A grande variabilidade na formação de biofilme entre os isolados de C. 

parapsilosis (Silva, S. et al., 2009; Silva et al., 2011) e a atividade anti-biofilme da 

ANB desoxicolato espécie e cepa-dependente (Prażyńska e Gospodarek, 2014; 

Rodrigues e Henriques, 2017) já foram demonstradas. Desta forma, ANB desoxicolato 

pode ser considerada uma alternativa, quando possível, ao tratamento antifúngico das 

infecções associadas ao biofilme de C. parapsilosis. Esta opção poderia ser proposta, 

particularmente em países cujos recursos na área da saúde são limitados, o que dificulta 

o acesso às formulações lipídicas de ANB, de custos substancialmente mais elevados 

(Tonin et al., 2017). De fato, nossos resultados mostraram a boa atividade in vitro da 

ANB desoxicolato contra biofilmes de C. parapsilosis, oposto aos resultados obtidos 

com as equinocandinas testadas. 
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Estudos multicêntricos, com isolados exibindo diferentes perfis de formação de 

biofilme, bem como a atividade in vivo da ANB desoxicolato, devem ser avaliados para 

confirmar nossos resultados. No entanto, esses dados reforçam o alerta aos médicos, 

sobre a possível persistência de infecções causadas por C. parapsilosis no ambiente 

hospitalar, devido à prescrição empírica de equinocandinas para tratar candidemias 

relacionadas ao cateter (Larkin et al., 2018). 

Várias proteínas da parede celular, denominadas adesinas, são responsáveis pela 

adesão das células de Candida spp. em superfícies bióticas e abióticas, como a do 

cateter (Cavalheiro e Teixeira, 2018). Deste modo, a análise proteômica pode identificar 

potenciais marcadores diagnósticos e alvos terapêuticos das infecções associadas ao 

biofilme (Sardi et al., 2014). 

A técnica de 2D-PAGE continua sendo a mais utilizada na análise proteômica de 

um sistema biológico, sendo sua versão modificada (2D-DIGE) a mais sensível e 

reprodutível, devido à marcação diferencial das amostras de proteína com fluoróforos 

(Meleady, 2018). 

Análises proteômicas de células planctônicas e sésseis de C. albicans, C. glabrata, 

C. krusei e C. parapsilosis, têm sido realizadas por 2D-PAGE ou 2D-DIGE (Martínez-

Gomariz et al., 2009; Seneviratne et al., 2010; Serrano-Fujarte et al., 2016). Em um 

desses estudos, a análise por 2D-PAGE, mostrou a diminuição da expressão de nove 

proteínas da parede celular, nas células sésseis de C. parapsilosis, na presença de 

diferentes concentrações de H2O2, em resposta ao estresse oxidativo (Serrano-Fujarte et 

al., 2016). Contudo, além de ser laboriosa, demorada (pelo menos uma semana), e 

pouco automatizada, essa técnica pode apresentar baixa resolução para as proteínas de 

difícil separação (Meleady, 2018). 
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A técnica de MALDI-TOF MS tem sido utilizada para identificar proteínas da 

parede, membrana e superfície celular das leveduras, hifas e biofilmes de C. albicans 

(Cabezón et al., 2009; Martínez-Gomariz et al., 2009; Vialás et al., 2012; Awad et al., 

2018; El Khoury et al., 2018). Um estudo prévio indicou o potencial uso dessa 

ferramenta, para diferenciar a expressão proteica dos isolados, em diferentes condições 

de cultivo (Qian et al., 2008). Mais recentemente, esse método foi capaz de distinguir os 

perfis proteômicos da forma filamentosa e não filamentosa do mesmo isolado de C. 

albicans (Zohbi et al., 2014). 

O estudo de Kubesová et al. (2012) demonstrou a potencial aplicação do MALDI-

TOF MS na discriminação fenotípica de isolados de C. parapsilosis, produtores de 

biofilme e isolados não produtores. No entanto, a análise de maior quantidade de 

isolados demonstrou baixa reprodutibilidade dessa técnica, mesmo utilizando diferentes 

matrizes, meios de cultivos e tempos de incubação (Mlynáriková et al., 2016). 

Poucas diferenças entre os perfis proteômicos de células planctônicas e sésseis de 

C. parapsilosis foram previamente observadas por MALDI-TOF MS por Mlynáriková 

et al. (2016). Embora tenha sido utilizado o mesmo meio para os cultivos das células 

sésseis e planctônicas, estas foram cultivadas em meio líquido, contido em frascos de 

um material não descrito pelos autores. A formação de biofilme por C. parapsilosis, na 

superfície de diversos biomateriais tem sido descrita (Ciok-Pater et al., 2009; Estivill et 

al., 2011; Cuéllar-Cruz, Vega-González, et al., 2012), como por exemplo, nas 

superfícies plásticas dos tubos utilizados em ensaios laboratoriais (Cerikcioglu et al., 

2004). Do mesmo modo, já foi demonstrada a capacidade de C. parapsilosis de aderir e 

formar biofilme em superfícies de vidro (Gallardo-Moreno et al., 2004; Rajkowska e 

Kunicka-Styczyńska, 2018). Portanto, a provável formação de biofilme na parede dos 



68 

 

 

frascos utilizados pelos autores para os cultivos das células planctônicas, justificaria as 

diferenças pouco perceptíveis em relação ao perfil proteômico das células sésseis. 

Em nosso estudo, para evitar esta limitação técnica, as células planctônicas foram 

cultivadas no mesmo meio (RPMI 2%G) utilizado nos ensaios de biofilme, na forma de 

ágar. Além disso, foi realizada a análise dos perfis proteômicos das células planctônicas 

e sésseis de C. parapsilosis, inclusive de C. albicans SC5314, em duas plataformas 

distintas, de MALDI-TOF MS. O menor tempo e quantidade de amostra necessária, 

assim como a maior reprodutibilidade dos dados nesse método, quando comparado com 

as técnicas de eletroforese em gel (Kubesová et al., 2012), demonstram a potencial e 

atrativa aplicação de MALDI-TOF MS em análises proteômica de biofilmes. 

As plataformas VITEK-MS™ e Microflex™ diferenciaram os perfis proteômicos 

das células planctônicas e sésseis de C. parapsilosis (sensu stricto) com alta formação 

de biofilme, e da cepa C. albicans SC5314, indicando a presença de proteínas 

específicas de biofilme. Contudo, análises multicêntricas, de isolados exibindo 

diferentes perfis de formação de biofilme, e de outras espécies patogênicas de Candida, 

são necessárias para validar a aplicação da técnica de MALDI-TOF MS, sugerida no 

presente estudo. 

Os azólicos são os fármacos mais utilizados para o tratamento de infecções por 

Candida spp., principalmente o FLC, devido ao seu baixo custo e toxicidade, além de 

excelente biodisponibilidade em diferentes formulações (Ben-Ami, 2018; De Oliveira 

Santos et al., 2018). No entanto, são vários os relatos de desenvolvimento de resistência 

a esta classe de antifúngico, inclusive em C. parapsilosis (Choi et al., 2018; De Oliveira 

Santos et al., 2018; Maria et al., 2018). A presente investigação microbiológica revelou 
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a emergência de isolados resistentes ao FLC e VRC, em dois hospitais universitários 

públicos brasileiros. 

A contribuição de mutações presentes no gene ERG11, para a resistência aos 

azólicos em C. parapsilosis, foi demonstrada em estudos prévios (Berkow et al., 2015; 

Grossman et al., 2015; Asadzadeh et al., 2017; Choi et al., 2018). Na presente análise, a 

mutação A395T no gene ERG11, foi identificada exclusivamente entre isolados 

resistentes ao azólicos do HUMAP-UFMS (Tabela 7). No entanto, essa mutação não foi 

observada em dois isolados resistentes ao FLC (58 H e 69155), indicando o 

envolvimento de outros mecanismos moleculares, como a superexpressão de ERG11 e 

bombas de efluxo (Souza et al., 2015). Apesar de detectada no isolado 69155 do HU-

USP, a mutação G1193T, isoladamente, parece não contribuir para a resistência aos 

azólicos, pois também foi observada, tanto em isolados resistentes como em suscetíveis, 

em outros estudos (Berkow et al., 2015; Grossman et al., 2015; Asadzadeh et al., 2017). 

Maiores persistência e proporção de isolados de C. parapsilosis, portadores da 

mutação A395T no gene ERG11 no ambiente hospitalar, têm sido relatadas quando 

comparadas às de isolados resistentes, sem essa mutação (Grossman et al., 2015; Choi 

et al., 2018). Esses resultados indicam a maior propensão dos isolados com a mutação 

A395T em causar transmissão clonal, o que explicaria a ocorrência do surto apenas no 

HUMAP-UFMS. 

Alguns estudos têm demonstrado que isolados de C. parapsilosis NSA tendem a se 

agrupar em UTIs (Pfaller et al., 2008; Raghuram et al., 2012; Govender et al., 2016), 

embora a análise molecular dos isolados não tenha sido realizada nesses relatos. 

Confirmando essa tendência, Pinhati et al. (2016) e Magobo et al. (2017) evidenciaram, 
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pela tipagem molecular dos isolados, a ocorrência de surtos de candidemia, causada por 

C. parapsilosis resistente ao FLC, nas UTIs adulta e neonatal, respectivamente. 

O baixo grau de discriminação do PFGE, para investigar a relação genética entre 

isolados de C. parapsilosis, foi demonstrado em estudos anteriores (Riederer et al., 

1998; Pulcrano et al., 2012). Por outro lado, a análise de microssatélites tem sido capaz 

de distinguir isolados epidemiologicamente relacionados, e identificar alterações 

microevolutivas entre os isolados envolvidos em surtos (Sabino et al., 2010; Pulcrano et 

al., 2012). 

A investigação epidemiológica molecular, realizada no HUMAP-UFMS pela 

análise de microssatélites, revelou que todos os isolados clonais de C. parapsilosis 

(sensu stricto) NSA foram detectados no CTI adulto (Figura 16). O isolado 29 H 

apresentou uma heterozigose exclusiva no Locus B, que sugere a ocorrência de uma 

microevolução genética, possivelmente relacionada a condições de estresse, como o 

contato prévio com antifúngicos (Sampaio et al., 2005). Essa metodologia também 

diferenciou dois isolados (29 H e 58 H), que apresentaram o mesmo perfil de bandas no 

PFGE (Figuras 13 e 14). Apesar de resistente ao FLC, o isolado 58 H apresentou baixa 

similaridade genética (42,9%) com os isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto) 

NSA (Figura 16). A distância entre o CTI adulto e a unidade renal, de onde o isolado   

58 H era proveniente, assim como o intervalo de tempo entre os isolamentos (mais de 

um ano), poderiam explicar a falta de relação entre esses isolados. 

Apesar do poder discriminatório elevado, a análise de microssatélites não foi capaz 

de diferenciar o isolado 422 PC, sem a mutação A395T no ERG11, dos isolados clonais 

de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA com essa mutação. Uma limitação deste método 
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é o número restrito de loci analisados, que pode ser insuficiente para distinguir isolados 

não relacionados (Alanio et al., 2017). 

Este estudo revelou a persistência de isolados clonais de C. parapsilosis (sensu 

stricto) NSA, por mais de dois anos, no CTI adulto de um hospital universitário público 

brasileiro (Tabela 7 e Figura 16), evidenciando o segundo surto, envolvendo isolados 

resistentes aos azólicos, documentado no Brasil. O primeiro relato descreveu um surto 

de candidemia causada por isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) resistentes ao 

FLC, na UTI adulta de um hospital privado (Pinhati et al., 2016). 

Ainda são poucos os estudos que se propuseram a monitorar a resistência aos 

azólicos e investigar a relação molecular entre os isolados de C. parapsilosis, 

concomitantemente (Pinhati et al., 2016; Magobo et al., 2017; Choi et al., 2018). 

Portanto, surtos não detectados de infecções causadas por isolados NSA, podem estar 

ocorrendo, silenciosamente, em ambientes hospitalares no Brasil e em outros países. 

Estudos que correlacionaram os surtos causados por C. parapsilosis com fatores de 

virulência dos isolados envolvidos são ainda mais raros. Análises iniciais observaram 

que os isolados clonais produziam mais biofilme do que os isolados geneticamente não 

relacionados, sugerindo que a capacidade de formação de biofilme poderia desempenhar 

algum papel em surtos de C. parapsilosis (Kuhn et al., 2004). Contrariamente, baixa 

capacidade de formação de biofilme foi observada nos isolados de C. parapsilosis 

(sensu stricto) NSA do HUMAP-UFMS (Figura 2), indicando que essa capacidade pode 

não ser um fator causal crítico para a ocorrência de surtos. 

Vários estudos têm demonstrado a transmissão horizontal, em surtos de candidíase 

invasiva por C. parapsilosis, ao evidenciar a similaridade genética entre isolados 

clínicos e aqueles encontrados nas mãos dos profissionais de saúde (Huang et al., 1999; 
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Barchiesi et al., 2004; Van Asbeck et al., 2007; Hernández-Castro et al., 2010). Em 

nosso estudo, quatro isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA foram 

recuperados de PC, indicando o manuseio inadequado do CVC, como uma provável via 

de transmissão do surto no CTI adulto do HUMAP-UFMS. 

Uma limitação da nossa investigação foi ter sido realizada retrospectivamente, não 

tendo sido possível coletar amostras das mãos dos profissionais de saúde e do ambiente 

hospitalar. A triagem de amostras adicionais das mãos dos profissionais de saúde, dos 

dispositivos médicos invasivos e de superfícies do ambiente hospitalar, poderia ter 

melhorado a compreensão do processo de transmissão nosocomial, e contribuído, mais 

efetivamente, para controlar a propagação dos isolados clonais de C. parapsilosis NSA. 

Diabetes mellitus foi identificada, em estudo prévio, como fator de risco 

independente para infecção por C. parapsilosis (sensu stricto) NSA (Pinhati et al., 

2016). No presente estudo, foi observado um padrão semelhante, sendo que 44% dos 

pacientes, com cultura positiva para isolados NSA, tinham diabetes, enquanto nenhum 

dos pacientes infectado por isolados SA era portador dessa doença. Entretanto, não 

houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos, devido ao baixo número 

de pacientes analisados (Tabela 9). 

Pacientes que fizeram uso de antifúngicos previamente, apresentaram uma 

tendência a ter culturas positivas para os isolados clonais de C. parapsilosis (sensu 

stricto) NSA, enquanto ter recebido corticosteroide foi estatisticamente associado. De 

fato, a maioria dos pacientes internados no CTI adulto apresentavam doenças 

pulmonares, que necessitavam de tratamento com corticosteroides (Tabela 9). 

Lotes específicos de esteroides injetáveis contaminados têm sido associados a 

infecções por fungos filamentosos (CDC, 2002), e ao maior surto relacionado aos 
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cuidados de saúde já detectado nos EUA (Kauffman e Malani, 2016). Os pacientes 

infectados pelos isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA identificados no 

nosso estudo, receberam diferentes fármacos da classe dos corticosteroides 

(dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona). Portanto, a possibilidade de a 

contaminação desses medicamentos ter sido a causa do surto no CTI adulto do 

HUMAP-UFMS é improvável. A persistência dos isolados clonais NSA, nesta unidade 

hospitalar, pode ter sido decorrente da inadequada higienização das mãos e desinfecção 

do ambiente hospitalar (Guo et al., 2015; Qi et al., 2018), e o uso de corticosteroides 

acarreta no aumento da manipulação do cateter implantado no paciente. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Nossos resultados demonstram que, a distribuição das espécies do complexo C. 

parapsilosis foi semelhante nos dois hospitais universitários públicos brasileiros 

avaliados, com o predomínio de C. parapsilosis (sensu stricto) entre os isolados 

clínicos. 

A técnica de MALDI-TOF MS identificou as espécies C. parapsilosis (sensu 

stricto), C. orthopsilosis e C. metapsilosis com acurácia, demonstrando o mesmo 

desempenho das técnicas moleculares de RAPD e RFLP. Estas duas últimas espécies 

devem ser consideradas como potenciais agentes de candidemia. 

Isolados não suscetíveis aos azólicos estão emergindo nos dois hospitais avaliados, 

com a maior frequência no HUMAP-UFMS, de Campo Grande-MS. 

Todos os isolados do complexo C. parapsilosis apresentaram capacidade de 

produção de biofilme, sendo sua atividade metabólica independente da quantidade de 

biomassa. A alta formação foi observada apenas em C. parapsilosis (sensu stricto). 

As células sésseis dos isolados com alta formação de biofilme apresentaram 

elevada resistência à anidulafungina, caspofungina e micafungina. A anfotericina B foi o 

único antifúngico que apresentou atividade in vitro contra esses biofilmes. 

Ambas as plataformas, Microflex™ e VITEK-MS™, foram capazes de diferenciar 

os perfis proteômicos das células planctônicas e sésseis de C. parapsilosis (sensu 

stricto) com alta formação de biofilme, indicando a possibilidade de identificar novos 

alvos terapêuticos ou biomarcadores por esta técnica. 
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A mutação A395T foi identificada exclusivamente entre os isolados clonais NSA 

do HUMAP-UFMS, e outros mecanismos de resistência podem estar envolvidos no 

isolados sem essa mutação. 

A genotipagem de C. parapsilosis (sensu stricto) pela análise de microssatélites 

revelou persistência de isolados clonais não suscetíveis aos azólicos por mais de dois 

anos no CTI adulto do HUMAP-UFMS.  

A correlação dos genótipos com os dados clínicos coletados demonstrou associação 

estatística do uso de corticosteroide com culturas positivas para isolados clonais de C. 

parapsilosis (sensu stricto) não suscetíveis aos azólicos. 
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7 ANEXOS 

Anexo A - Formulário para coleta de dados dos prontuários dos pacientes 
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Anexo B - Aprovação do comitê de ética em pesquisa 
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80 

 

 

Anexo B - Aprovação do comitê de ética em pesquisa (conclusão) 
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Anexo C - Alinhamento das sequências do gene ERG11 (1.569 pb) dos isolados de 

Candida parapsilosis não suscetíveis aos azólicos com a sequência da cepa ATCC 

22019. As mutações pontuais (T591C, A395T, G1193T) estão realçadas no texto 
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