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RESUMO 

Felix GN. Diagnóstico laboratorial de candidemia em pacientes de unidades de cuidados 

intensivos: desempenho dos métodos de PCR em tempo real, detecção de (1,3)-β-D- 

glucana e MALDI-TOF [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo; 2022. 

 
As infecções sistêmicas causadas por Candida spp. representam importante causa de 

morbidade e mortalidade em pacientes internados em unidades de cuidados intensivos 

(UCI). Apesar da importância crescente desta levedura como agente etiológico de 

infecções graves em condições clínicas críticas, o desempenho dos métodos para 

diagnóstico precoce ainda permanece um desafio na prática médica. As hemoculturas, 

consideradas até hoje como padrão-ouro no diagnóstico dessas infecções, apresentam 

sensibilidade limitada e/ou demandam tempo prolongado para identificação das espécies 

infectantes. O emprego de técnicas moleculares, como a PCR em tempo real (qPCR) para 

a detecção de Candida diretamente em amostras clínicas, bem como a detecção de (1,3)- 

β-D-glucana (BDG), tem sido relatado em diversas publicações, demonstrando resultados 

promissores. No entanto, a falta de padronização do método e de sua validação clínica, 

têm dificultado sua aplicação em laboratórios de rotina diagnóstica. Por outro lado, a 

técnica de espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF possui elevada acurácia para 

identificação de micro-organismos e esta tecnologia tem sido empregada para detectar e 

identificar espécies de Candida diretamente em balões de hemocultura positivos, 

permitindo resultados em menor tempo e com menor custo. Este estudo teve como 

finalidade avaliar a acurácia de um ensaio qPCR para a detecção e identificação de cinco 

espécies de Candida, diretamente em amostras sanguíneas de 78 pacientes com hipótese 

diagnóstica de candidemia, atendidos em UCIs de três hospitais públicos da cidade de 

São Paulo. Foram também avaliados o ensaio para detecção de BDG em amostras séricas 

destes pacientes, e a técnica de MALDI-TOF para identificação das espécies de Candida. 

Os resultados mostraram que a identificação das espécies de Candida por MALDI-TOF 

foi concordante com as espécies isoladas das hemoculturas positivas em 90% dos casos, 

e obtida em 2-3 horas após a sinalização de positividade dos balões. Em relação à qPCR 

e ensaio de BDG, foi observado bom desempenho de ambos os ensaios nos 20 casos de 

candidemia comprovada pelas hemoculturas positivas, com positividade de 100% e 95%, 

respectivamente. A técnica molecular mostrou concordância de 100% com as culturas na 



 

identificação das espécies e, em quatro amostras desses pacientes (20%), foi detectada 

mais uma espécie de Candida além da isolada nas hemoculturas. Neste grupo, os valores 

de Cq variaram de17,8 a 35,8, e a mediana dos valores de BDG foi de 478,1 pg/mL. Nos 

casos de candidemia provável [44 pacientes com hemoculturas negativas, mas com 

sangue de cateter positivo para Candida (em 32 pacientes) e em outros sitios do 

organismo (em12 pacientes)], a qPCR detectou espécies de Candida em 14% dos casos 

nas amostras de sangue periférico. Nestas seis amostras, os valores de Cq variaram de 

17,8 a 33,7, enquanto a mediana dos valores de BDG foi de 457,0 pg/mL. Nas demais 

amostras do grupo (26), a mediana dos valores de BDG foi de 131,2 pg/ml. Nos casos de 

candidemia possível (14 pacientes com suspeita clínica de candidemia, mas com todas as 

culturas para Candida negativas), a qPCR foi negativa em 100% e a BDG foi detectada 

em um caso; a mediana dos valores neste grupo foi de 62,5 pg/ml. Até onde vai nosso 

conhecimento, este é o primeiro estudo realizado no Brasil empregando estes ensaios em 

amostras de sangue de pacientes adultos mantidos em UCIs. Os resultados demonstraram 

que a técnica de qPCR permitiu a detecção das cinco espécies de Candida nos episódios 

de candidemia comprovada, além de detectar infecção pelo agente em seis casos 

prováveis, com resultados corroborados pela ensaio de BDG. Por outro lado, apesar do 

pequeno número de amostras analisadas, a negatividade da qPCR no grupo de candidemia 

possível, demonstra potencial valor preditivo negativo do ensaio, o que permitiria a 

suspensão de terapia antifúngica empírica em pacientes com menor risco de infecção. 

Também ficou demonstrado que o uso simultâneo dos ensaios molecular e de detecção 

de BDG pode contribuir para melhorar a acurácia do diagnóstico laboratorial não baseado 

em culturas para pacientes com risco para infecção por Candida. Entretanto, devido ao 

seu elevado custo, o ensaio de BDG não é disponível para a rotina diagnóstica laboratorial 

de centros médicos públicos ou privados no Brasil. 

 
Palavras-chave: Micologia. Candidemia. Biologia molecular. Reação em cadeia da 

polimerase em tempo real. Glucana 1,3-beta-glucosidase. Candida spp. Hemocultura. 



 

ABSTRACT 

Felix GN. Laboratory diagnosis of candidemia in patients in intensive care units: 

performance of real-time PCR, (1,3)-β-D-glucan and MALDI-TOF detection methods 

[thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2022. 

 

Systemic infections caused by Candida spp. represent an important cause of morbidity 

and mortality in patients admitted to intensive care units (ICU). Despite the growing 

importance of this yeast as an etiological agent of severe infections in critical clinical 

conditions, the performance of methods for early diagnosis remains a challenge in 

medical practice. Blood cultures, considered until today as the gold standard in 

diagnosing these patients, showed limited sensitivity and/or required a long time to 

identify the infecting species. The use of molecular techniques, such as real-time PCR 

(qPCR) for the detection of Candida directly in clinical samples, as well as the detection 

of (1,3)-β-D-glucan (BDG), has been reported in several publications, demonstrating 

promising results. However, the lack of standardization of the method and the clinical 

validation have hindered its application in routine of diagnostic laboratories. On the other 

hand, the MALDI-TOF type mass spectrometry technique has high accuracy for the 

identification of microorganisms and this technology has been used to detect and identify 

Candida species directly in positive blood culture flasks, allowing results in less time. 

and at a lower cost. This study aimed to evaluate the accuracy of a qPCR assay for the 

detection and identification of five Candida species, directly in blood samples from 78 

patients with a diagnostic hypothesis of candidemia, treated at the ICUs of three public 

hospitals in hospitals in the city of São Paulo. The assay for detecting BDG in serum 

samples from these patients and the MALDI-TOF technique for identifying Candida 

species were also evaluated. The results showed that the identification of Candida species 

by MALDI-TOF was concordant with the species isolated from positive blood cultures 

in 90% of the cases and obtained in 2-3 hours after signaling the positivity of the balloons. 

Regarding qPCR and the BDG assay, good performance was observed for both assays in 

the 20 cases of candidemia confirmed by positive blood cultures, with positivity rates of 

100% and 95%, respectively. The molecular technique showed 100% concordance with 

the cultures in the identification of the species and, in four samples from these patients 

(20%), one more species of Candida was detected in addition to the one isolated in the 

blood cultures. In this group, Cq values ranged from 17.8 to 35.8, and the median BDG 



 

value was 478.1 pg/mL. In cases of probable candidemia [44 patients with negative blood 

cultures, but with positive catheter blood for Candida (32 patients) and in other body sites 

(12 patients)], qPCR detected Candida species in 14% of the cases in the samples of 

peripheral blood. In these six samples, Cq values ranged from 17.8 to 33.7, while the 

median BDG values were 457.0 pg/mL. In the other samples of the group (26), the median 

of BDG values was 131.2 pg/ml. In cases of possible candidemia (14 patients with clinical 

suspicion of candidemia, but with all Candida cultures negative), qPCR was negative in 

100% and BDG was detected in one case; the median value in this group was 62.5 pg/ml. 

To the best of our knowledge, this is the first study carried out in Brazil using these assays 

in blood samples from adult patients maintained in ICUs. The results showed that the 

qPCR technique allowed the detection of five Candida species in episodes of proven 

candidemia, in addition to detecting infection by the agent in six probable cases, with 

results corroborated by the BDG assay. On the other hand, despite the small number of 

analyzed samples, the qPCR negativity in the possible candidemia group demonstrates 

the potential negative predictive value of the assay, which would allow the suspension of 

empirical antifungal therapy in patients with a lower risk of infection. It has also been 

demonstrated that the simultaneous use of molecular and BDG detection assays can 

contribute to improving the accuracy of non-culture-based laboratory diagnosis for 

patients at risk for Candida infection. However, due to its high cost, the BDG assay is not 

available for routine laboratory diagnosis in public or private medical centers in Brazil. 

 

 
Keywords: Mycology. Candidemia. Molecular biology. Real-time polymerase chain 

reaction. Glucan 1,3-beta-glucosidase. Candida spp. Blood culture. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
As infecções fúngicas invasivas são causas importantes de morbimortalidade, 

particularmente em pacientes imunodeprimidos e/ou submetidos a procedimentos 

hospitalares invasivos (Suleyman and Alangaden 2016; Khan, El-Charabaty, and El- 

Sayegh 2015; Kashiha et al. 2018). Nos dias atuais, cerca de 15% das infecções associadas 

aos cuidados de saúde são fúngicas, e destas, mais de 80% são causadas por espécies de 

Candida, microrganismo comensal comum do trato gastrointestinal e que também pode 

ser encontrado na pele. A ruptura das barreiras naturais destes sistemas humanos pode 

levar a infecções invasivas (Toda et al. 2019). A translocação para a corrente sanguínea 

pode ocorrer sob condições fisiológicas estressantes, em pacientes hospitalizados por 

longos períodos, particularmente em unidades de cuidados intensivos (UCI). Cirurgias 

abdominais e outras intervenções médicas, alteração do microbioma causada por 

antibióticos, recebimento de nutrição parenteral total, diabetes, doenças malignas, 

neutropenia, uso de terapias imunossupressoras, e presença de cateteres e outros 

dispositivos, são considerados fatores de risco para a instalação de infecção invasiva por 

Candida (Cleveland et al. 2015; Kidd et al. 2019). 

A candidíase hematogênica ou candidemia, classicamente se refere a um conjunto 

de situações clínicas, na qual a levedura é encontrada na corrente sanguínea, podendo 

acometer um ou vários órgãos do hospedeiro por disseminação metastática, o que acarreta 

impacto significante na taxa de mortalidade global e por causa específica. A mortalidade 

atribuível à candidemia é de 15-35% em adultos e 10-15% em recém-nascidos, se tratando 

de pacientes internados em UCIs (Ahmad and Alfouzan 2021). Uma condição altamente 

letal ocorre nos episódios de candidemia que levam ao choque séptico, com taxas de 

mortalidade em torno de 60% dos casos (Delaloye and Calandra 2014; Pappas et al. 

2016). Além disso, a infecção está associada à elevada morbidade, com aumento do 

tempo de internação e consequentemente de seus custos associados (Bilir et al. 2015; 

Pfaller and Castanheira 2016). Em todo o mundo, mais de 250.000 casos, e cerca de 

50.000 mortes por ano são atribuídas à candidíase invasiva (Camp, Spettel, and Willinger 

2020). 

A incidência de candidemia nas UCIs é de 5 a 10 vezes mais elevada quando 

comparada às demais unidades hospitalares, e a proporção de pacientes com infecção 
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hematogênica por Candida spp. que desenvolve sepse grave e choque séptico é da ordem 

de 30 e 40% dos casos, respectivamente (Pappas et al. 2016; Fuchs, Lass-Flörl, and Posch 

2019). 

Estima-se que a incidência de candidemia tenha aumentado, globalmente, em 

torno de cinco vezes nos últimos 20 anos, sendo que países em desenvolvimento 

registram uma taxa de 4 a 15 vezes maior em comparação com os países desenvolvidos 

(Barchiesi et al. 2016). A incidência de infecção em países em desenvolvimento varia de 

0,026 a 4,2 casos por 1000 admissões, enquanto em países desenvolvidos, a variação gira 

em torno de 0,03 a 1,87 casos por 1000 admissões. Os dados disponíveis de UCIs de 

países em desenvolvimento relataram a incidência variando de 2,2 a 41 casos por 1000 

admissões, que é consideravelmente maior do que UCIs de nações desenvolvidas, cuja 

incidência é de 0,24-6,87 casos por 1000 admissões (Kaur and Chakrabarti 2017). 

No Brasil, a incidência de candidemia tem aumentado acentuadamente nas duas 

últimas décadas, como consequência de mudanças nas características clínicas dos 

pacientes e pelo limitado número de agentes antifúngicos disponíveis. Em estudo 

multicêntrico realizado em 16 hospitais terciários de cinco diferentes regiões do Brasil, 

Doi e colaboradores demonstraram que Candida spp. foi o 7º agente mais frequente em 

infecções de corrente sanguínea, e a taxa de mortalidade geral relatada foi de 72% dos 

casos. A maior parte dos pacientes apresentava doenças de base malignas e 46,7% dos 

episódios ocorreram em UCIs (Doi et al. 2016). 

A pandemia de COVID‐19 provocou um aumento no número de internações de 

pacientes em UCIs, sobrecarregando a capacidade dos leitos de terapia intensiva e dos 

serviços de saúde. Cerca de 5% dos pacientes com COVID-19 apresentam condições 

críticas que requerem acompanhamento em UCIs, com risco elevado de desenvolver 

infecções hematogênicas por Candida spp. (Kayaaslan et al. 2022). Além disso, esses 

pacientes apresentam taxas de mortalidade mais elevadas em comparação com aqueles 

sem COVID-19 (Machado et al. 2022). Mesmo com tratamento antifúngico, as taxas de 

mortalidade entre tais pacientes varia entre 11 e 100% dos casos (Frías-De-León et al. 

2021). Portanto, diagnosticar a candidemia no período inicial e iniciar tratamento 

adequado nesses pacientes de alto risco é crucial para reduzir a mortalidade (Nucci et al. 

2021). 

Das quase 150 espécies de Candida descritas até o presente, apenas 10% são 

conhecidas por causar infecções humanas (Ahmad and Alfouzan 2021). Cinco são as 

espécies responsáveis por mais de 90% das infecções hematogênicas em ambientes 
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hospitalares em todo o mundo: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis sensu lato, C. 

tropicalis e C. krusei (Pappas et al. 2016; Pfaller and Castanheira 2016). Nos últimos 

anos, a incidência de infecções por C. albicans reduziu de 70% para cerca de 50% dos 

casos, substituída por infecções por C. glabrata nos EUA (segunda espécie mais 

frequentemente isolada) e em muitos países europeus, e por infecções por C. parapsilosis 

e C. tropicalis em outras regiões, particularmente na América Latina e países asiáticos 

(da Matta, Souza, and Colombo 2017; Douglass et al. 2018; Giacobbe et al. 2020; Ahmad 

and Alfouzan 2021). 

Algumas espécies de Candida estão relacionadas a padrões específicos de 

suscetibilidade aos fármacos antifúngicos. Com o emprego indiscriminado desses 

fármacos na profilaxia e no tratamento, tem merecido destaque a incidência de infecções 

por espécies resistentes aos azólicos, principalmente ao fluconazol, entre as quais 

destacam-se C. krusei e C. glabrata; entretanto, isolados das outras espécies, têm sido 

referidos na literatura como resistentes (Barchiesi et al. 2016; Chapman et al. 2017). 

Recentemente, isolados de C. parapsilosis resistentes ao fluconazol envolvidos em surtos 

hospitalares têm sido notificados em diversos países, incluindo o Brasil, e Candida auris 

é reconhecida como uma espécie multirresistente emergente em todo o mundo (Thomaz 

et al. 2018; Thomaz et al. 2022; de Jong and Hagen 2019). 

Apesar da importância crescente de Candida spp. como agente etiológico de 

infecções graves em pacientes de risco, o diagnóstico precoce ainda permanece um 

desafio na prática clínica. Embora a candidemia seja causa frequente de sepse tardia, pode 

ser facilmente confundida com outras causas de sepse, por apresentar sinais e sintomas 

inespecíficos. Também contribuem para esta situação, a dificuldade para distinguir 

colonização de infecção verdadeira, além da limitada sensibilidade das hemoculturas 

(Chahoud, Kanafani, and Kanj 2013). Mesmo com os recentes avanços no diagnóstico, 

as taxas de mortalidade geral permanecem elevadas, em torno de 40%, e o tratamento 

pode ser prejudicado pelo aumento da resistência aos antifúngicos ou pelo surgimento de 

novas espécies patogênicas, como Candida auris (Gabaldón, Naranjo-Ortíz, and Marcet- 

Houben 2016). 

O diagnóstico precoce de candidemia contribui de modo significativo para o 

sucesso do tratamento e prognóstico do paciente. Estudos conduzidos por diversos autores 

têm demonstrado, através de análises multivariadas, que a introdução precoce da terapia 

antifúngica apropriada é fator determinante de sobrevida (Puig-Asensio et al. 2014; 

Donnelly et al. 2020). 
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Apesar da baixa sensibilidade das hemoculturas, estimada em 40 a 60% dos casos, 

o isolamento da levedura a partir do sangue é ainda considerado padrão-ouro para o 

diagnóstico de candidemia. A sensibilidade pode ser prejudicada ainda mais nos casos 

em que os pacientes são expostos a tratamento empírico com fármacos antifúngicos 

(Clancy and Nguyen 2013; Pappas et al. 2016; Camp, Spettel, and Willinger 2020). 

As técnicas imunológicas, visando a detecção de antígenos e de anticorpos, 

apresentam-se como uma opção diagnóstica, e têm sido frequentemente avaliadas em 

diversos centros médicos; entretanto, a detecção de antígeno de Candida é limitada pelo 

rápido clearance da corrente sanguínea, e a sensibilidade do teste é variável para as 

diferentes espécies de Candida. Os ensaios para pesquisa de anticorpos são pouco 

confiáveis em pacientes com imunossupressão. Deste modo, essas técnicas não têm se 

mostrado suficientemente precisas e confiáveis para serem utilizadas na prática clínica, 

contribuindo para a decisão terapêutica (Perfect 2013; Pfaller and Castanheira 2016). 

A detecção de (1,3)--D-glucana (BDG), um dos principais componentes da 

parede celular de fungos, tem sido utilizada em estudos mais recentes, como marcador 

sorológico de infecções fúngicas invasivas. Os resultados positivos não são específicos 

para candidemia e/ou candidíase invasiva, e por esta razão, o teste tem maior aplicação 

quando empregado em grupos de pacientes cujo curso clínico ou presença de fatores de 

risco sejam sugestivos de infecção por Candida (Pfaller and Castanheira 2016; 

McKeating et al. 2018; Martin-Loeches et al. 2019). 

Diversos estudos têm avaliado o desempenho do ensaio no diagnóstico da 

candidemia, demonstrando que a sensibilidade varia amplamente com um intervalo de 

47-100%, sendo atribuída a diferenças no desenho do estudo, populações de pacientes e 

diferentes kits comerciai (Corcione et al. 2022). Por outro lado, esses mesmos estudos 

relatam seu elevado valor preditivo negativo, útil para indicar a suspensão do tratamento 

antifúngico em casos de terapia empírica (Liu et al. 2015; Kritikos et al. 2020). 

Entretanto, o teste tem sido associado a um considerável número de resultados 

falso-positivos em pacientes de risco (Karageorgopoulos et al. 2011; Pfaller and 

Castanheira 2016). Outro fator limitante para sua utilização rotineira nos centros médicos 

da América Latina, e particularmente do Brasil, é o elevado custo dos testes disponíveis 

comercialmente (Colombo et al. 2013). 

Pelo fato dessas metodologias apresentarem limitações de sensibilidade e/ou 

especificidade, bem como custos elevados para utilização em rotina clínica, os métodos 

moleculares se apresentam como uma alternativa no diagnóstico das candidemias. O 
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emprego da PCR para a detecção de Candida diretamente em amostras clínicas tem sido 

relatado em diversas publicações, demonstrando resultados promissores (Nguyen et al. 

2012; Taira et al. 2014; Arvanitis et al. 2014; Kidd et al. 2019). 

Entretanto, a diversidade das técnicas de amplificação, bem como de genes alvos 

e dos métodos de extração de DNA empregados, acarreta grande variabilidade nos valores 

de sensibilidade e especificidade, dificultando sua padronização e validação para 

emprego em laboratórios de rotina diagnóstica (Halliday et al. 2015; Kidd et al. 2019; 

Camp, Spettel, and Willinger 2020). Importante destacar, no entanto, que os valores 

preditivos negativos das diversas modalidades de PCR têm se mostrado consistentes, 

variando entre 88 e 100%, o que torna o teste, até o presente momento, mais útil para 

excluir do que estabelecer o diagnóstico de candidemia (Arvanitis et al. 2014; Halliday et 

al. 2015; Hasseine et al. 2015; Pfaller and Castanheira 2016). 

A introdução do método de PCR em tempo real abriu novas perspectivas para o 

diagnóstico das infecções fúngicas, pois além da detecção, permite a quantificação da 

espécie envolvida e possibilita liberação de resultados em poucas horas. Entretanto, até o 

momento, poucos foram os ensaios de PCR em tempo real avaliados no diagnóstico de 

candidemia, o que tem limitado sua aprovação entre os clínicos (Clancy and Nguyen 

2013; McKeating et al. 2018; Kidd et al. 2019). 

A comercialização dos testes moleculares facilita a avaliação em larga escala, 

contribuindo para a validação clínica e consequente implementação nos laboratórios de 

rotina diagnóstica (Pfaller and Castanheira 2016). Atualmente estão disponíveis alguns 

testes comerciais para uso na detecção de Candida diretamente em amostras clínicas: 

SepsiTest, Cand ID, MycoReal Candida, entre outros. Estes testes, entretanto, têm 

demonstrado que os parâmetros de sensibilidade e especificidade não são superiores aos 

obtidos com os testes in house (Camp, Spettel, and Willinger 2020). 

A plataforma comercial T2 Candida panel (T2 Biosystems) que integra uma PCR 

multiplex com detecção do produto amplificado por ressonância magnética, foi avaliada 

em estudo que empregou frascos de hemoculturas semeados com diferentes 

concentrações de UFC das cinco espécies de Candida mais frequentemente isoladas. Os 

resultados foram satisfatórios em relação ao tempo (4,4±0,1h) e à precisão do diagnóstico, 

com sensibilidade variando de 84% a 100%, dependendo da espécie de Candida, e 

especificidade em torno de 99%; o limiar de detecção do patógeno na amostra clínica foi 

de 1 a 3 CFU/ml (Mylonakis et al. 2015). Dando continuidade ao estudo de 2015, o 

mesmo grupo avaliou a plataforma em 152 pacientes hospitalizados em diferentes centros 
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médicos. O teste molecular e as hemoculturas foram positivos em 45% e 24% dos 

pacientes, respectivamente, e para pacientes com hemoculturas positivas, a sensibilidade 

clínica do teste foi de 89% (Clancy et al. 2018). Apesar de representar um potencial 

avanço no diagnóstico laboratorial das candidemias, até o momento este teste comercial 

tem um custo muito elevado, dificultando sua aplicação em hospitais da rede pública no 

Brasil (White et al. 2021). 

Embora diversos estudos conduzidos nas duas últimas décadas tenham 

demonstrado que os métodos moleculares apresentam maior rapidez e precisão no 

diagnóstico de infecções por Candida, quando comparados aos métodos convencionais, 

pois não necessitam de cultivo do agente infeccioso e são capazes de detectar o agente 

diretamente na amostra clínica, até hoje nenhum dos ensaios relatados forneceu 

evidências suficientes de sua acurácia para ser incorporado nos guidelines. Deste modo, 

a maioria dos laboratórios de rotina clínica, reluta em adotá-los em sua prática 

diagnóstica. 

Os principais fatores que limitam sua aplicação em larga escala estão 

representados pela falta de padronização e consequente validação multicêntrica, 

sensibilidade analítica variável e dificuldade em estabelecer a metodologia de extração 

do ácido nucleico a partir das amostras clínicas (Pfaller and Castanheira 2016; Gabaldón 

and OPATHY 2019; Kidd et al. 2019). Assim, novos estudos devem ser conduzidos, com 

o objetivo de avançar na padronização dessas técnicas, e garantir maior confiabilidade de 

resultados no diagnóstico laboratorial da infecção. 

A técnica de MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorption/ionization-time 

of flight mass spectrometry) apresenta baixo custo e permite um fluxo de trabalho 

simplificado, atributos apropriados para emprego em rotinas laboratoriais. Devido à 

elevada acurácia, tem revolucionado a identificação de micro-organismos em laboratórios 

de microbiologia clínica (Clark et al. 2013; Panda et al. 2015). Nos últimos anos, o 

método tem sido avaliado para detectar e identificar o patógeno diretamente em balões de 

hemocultura positivos, permitindo resultados em menor tempo (Zengin Canalp and 

Bayraktar 2021). Nesses estudos, a identificação das espécies de Candida foram 

concordantes com as culturas em mais de 95% dos casos para C. albicans, e em torno de 

85% para as demais espécies, com resultados obtidos em cerca de 30 minutos (Ferreira et 

al. 2011; Yan et al. 2011; Spanu et al. 2012; Pulcrano et al. 2013; Zengin Canalp and 

Bayraktar 2021). 
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A identificação do patógeno a partir do material dos balões de hemocultura, 

apresenta a vantagem de evitar procedimentos laboratoriais adicionais, como a utilização 

de meios de cultura e de sistemas automatizados de identificação fenotípica, reduzindo 

não somente o tempo para liberação dos resultados, mas principalmente os custos de 

análise (Tan et al. 2012; Bal and McGill 2018; Zengin Canalp and Bayraktar 2021). 

Entretanto, a limitação da técnica para o diagnóstico de infecções de corrente 

sanguínea por Candida, é a exigência de hemoculturas positivas, que em episódios de 

candidemia, como já referido anteriormente, ocorrem com baixa frequência (Pitarch, 

Nombela, and Gil 2018). 

A elevada morbimortalidade atribuída às candidemias em pacientes críticos, exige 

a definição de um diagnóstico laboratorial rápido e preciso, possibilitando a prescrição de 

terapia antifúngica precoce e correta, além de um melhor prognóstico para tais pacientes. 

Particularmente no Brasil, até o presente momento, há poucos relatos na literatura 

empregando ensaios de PCR convencional e nenhum estudo avaliando o desempenho da 

PCR em tempo real, da detecção de BDG e do método de MALDI-TOF no diagnóstico 

laboratorial dessa infecção (Del Negro et al. 2010; Xafranski et al. 2013; Taira et al. 

2014). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 
A dificuldade no diagnóstico precoce de candidemia é largamente reconhecida 

pelas equipes médicas que atuam particularmente nas UCIs de hospitais terciários. Além 

dos índices de mortalidade relativamente elevados, episódios de candidemia aumentam 

de forma significativa os custos com a internação hospitalar, não somente aqueles 

relacionados à terapêutica antifúngica, mas também pela necessidade de manter os 

pacientes internados por períodos prolongados. A elevação dos custos resulta em 

significativo impacto econômico, particularmente em hospitais da rede pública. Esta 

situação clínica é agravada pela falta de testes diagnósticos rápidos, sensíveis e 

específicos. Por outro lado, pacientes sem candidemia são expostos a tratamento 

antifúngico empírico desnecessário, que implica em interações e efeitos adversos 

potencialmente severos, e o uso indiscriminado destes fármacos pode contribuir para o 

desenvolvimento de resistência. 

Este estudo foi conduzido pela primeira vez em três hospitais públicos terciários 

da cidade de São Paulo, com a intenção de introduzir na rotina diagnóstica laboratorial 

um método mais acurado de diagnóstico laboratorial, e contribuir para melhor manejo 

dos protocolos hospitalares de terapêutica antifúngica, resultando no melhor desfecho 

para o paciente e na diminuição significativa de custos para o hospital. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1. Objetivo geral 

 
Avaliar o desempenho dos ensaios de PCR em tempo real (qPCR) e detecção 1,3 

β-D- glucana (BDG) diretamente nas amostras clínicas, para a detecção e identificação 

das espécies C. albicans, C. glabrata, complexo C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. 

Além desses ensaios, avaliar a técnica de MALDI-TOF para a identificação do patógeno 

diretamente nos balões das hemoculturas positivas, possibilitando a liberação dos 

resultados de identificação das espécies de Candida em curto período. 

3.2. Objetivos específicos 

 
3.2.1. Desenvolver a técnica de qPCR, estabelecendo o método de extração de 

DNA a partir das amostras de sangue total, definindo os primers espécie- 

específicos e as condições de amplificação; 

3.2.2. Determinar a sensibilidade analítica para as cinco espécies de Candida, 

bem como a especificidade da técnica de qPCR; 

3.2.3. Avaliar o desempenho da qPCR nas amostras de sangue periférico 

coletadas dos pacientes incluídos no estudo; 

3.2.4. Empregar o kit comercial Fungitell® (Cape Cod Inc., EUA) para a 

detecção de BDG nas amostras de soro dos pacientes do estudo; 

3.2.5. Avaliar a acurácia do método de MALDI-TOF na detecção de espécies de 

Candida em balões de hemocultura com evidência de crescimento microbiano. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
4.1. Casuística 

 
Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de 

Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas da FMUSP/Plataforma 

Brasil (CAAE: 74805717.2.0000.0068) para a realização do estudo neste hospital e no 

Instituto do Câncer do Estado de São Paulo (ICESP), bem como pelo Centro de 

Desenvolvimento de Ensino e Pesquisa do Instituto de Assistência Médica ao Servidor 

Público Estadual (IAMSPE) (CAAE: 74805717.2.3001.5463). 

Os pacientes elegíveis para inclusão no estudo foram aqueles que apresentaram 

condições clínicas e fatores de risco para infecção hematogênica por Candida spp.. Para 

as análises dos resultados dos ensaios laboratoriais, os pacientes foram alocados em três 

grupos: pacientes com hemoculturas de sangue periférico positivas (Provados); pacientes 

com hemoculturas de sangue de cateter positivas e de sangue periférico negativas 

(Prováveis); e pacientes com hemoculturas negativas, porém com suspeita clínica de 

candidemia (Possíveis). 

4.1.1. Critérios de inclusão: 
 

Pacientes adultos, com hipótese diagnóstica ou suspeita clínica de candidemia, 

apresentando sepse/choque séptico, e fatores de risco como permanência nas UCIs por 

longos períodos, pacientes submetidos a cirurgias de grande porte, portadores de doenças 

malignas, uso prolongado de antibióticos de amplo espectro, presença de cateter venoso 

central, uso de terapias imunossupressoras, e colonização por Candida spp., entre outros, 

que concordaram em participar do estudo (ou seus responsáveis), assinando os termos de 

consentimento livre e esclarecido. 

4.1.2. Critérios de exclusão: 
 

a. Pacientes menores de 18 anos, e pacientes com AIDS em vigência de doença 

oportunista, pelo risco elevado da presença de infecção fúngica invasiva por outros 

agentes oportunistas (a presença destes patógenos resulta em testes positivos para BDG); 

b. Pacientes cujas coletas para as hemoculturas e para os ensaios de PCR foram 

realizadas com diferença de mais de 48 horas; 

c. Pacientes que estavam recebendo terapia antifúngica há mais de 48 horas no 

momento das coletas; 
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d. Pacientes e/ou responsáveis que não concordaram em participar do estudo e não 

assinaram os termos de consentimento livre e esclarecido. 

 

4.2. Hemoculturas 

 
Para as hemoculturas, foram coletados 10 ml de sangue periférico e/ou de sangue 

de cateter, para inoculação nos frascos de cultura BACTEC™ Plus Aerobic/F™ e Plus 

Anaerobic/F™ (Becton Dickinson), que foram incubados no equipamento BactecTM por 

até 7 dias, nos laboratórios clínicos dos hospitais onde esses exames são realizados 

rotineiramente. 

 

4.3. Extrações de DNA dos protótipos de Candida spp., outros fungos patogênicos e 

bactérias 

 

Extrações de DNA de cepas de referência de C.albicans (ATCC 90028), 

C.glabrata (ATCC 90050), complexo C. parapsilosis [C. parapsilosis sensu stricto 

(ATCC 22019), C. orthopsilosis (ATCC 96141) e C. metapsilosis (ATCC 96143)] , 

C.tropicalis (ATCC 750) e C.krusei (ATCC 6258) foram realizadas, para serem 

empregadas nas amplificações dos fragmentos gênicos a serem inseridos nos plasmídeos 

(clonagem). 

Para verificação da especificidade do ensaio de qPCR, foram extraídas amostras 

de DNA de outras espécies de Candida (C. lusitaniae, C. kefyr, C. famata, 

C.guilliermondii e C. dubliniensis) e de outros fungos patogênicos (Trichosporon sp., 

Rhodotorula sp., Fusarium sp., Aspergillus sp., Cryptococcus sp. e Histoplasma sp.). 

Também foram extraídas amostras de DNA de bactérias frequentemente isoladas em 

episódios de sepse em pacientes críticos (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, 

Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Serratia mascerans e Acinetobacter baumanii). 

As extrações de DNA das espécies de Candida e dos outros fungos patogênicos 

foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por Van Burik e colaboradores 

enquanto as extrações das bactérias foram realizadas com o emprego do QIAamp DNA 

mini kit (Qiagen, Hilden). Amostras de DNA de indivíduos sem doença também foram 

empregadas para avaliação da especificidade dos ensaios moleculares (Van Burik et al. 

1998). 

Para avaliação da integridade do DNA extraído ou da presença de inibidores, as 

amostras de DNA foram submetidas a amplificações por PCR convencional com primers 

http://www.westerdijkinstitute.nl/
http://www.westerdijkinstitute.nl/
http://www.westerdijkinstitute.nl/
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da região do DNA ribossomal de fungos - ITS1 e ITS4, e primers da região 16S de 

bactérias (Luo and Mitchell 2002; Stranieri et al. 2016). 

4.4. Seleção dos primers das cinco espécies de Candida 

 
Foram empregados como genes alvos das amplificações, sequências parciais da 

região ITS2 do RNA ribossomal das cinco espécies de Candida, com primers já descritos 

na literatura, conforme demonstrado na Tabela 1. 

Tabela 1. Primers utilizados nas amplificações por PCR convencional e qPCR 
 

Primers Sequência (5’ 3’) Amplificado Referências 

CALB1/2 F- GGGTTTGCTTGAAAGACGGTA 

R-TTGAAGATATACGTGGTGGACGTTA 
108 pb (Guiver, Levi, and Oppenheim 2001) 

CGL1/2 F- GCGCCCCTTGCCTCTC 124 pb (Brinkman et al. 2003) 

 R-CCCAGGGCTATAACACTCTACACC   

CTR1/2 F- CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT 

R- TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT 
357 pb (Luo and Mitchell, 2002) 

CPAR1/2* F- GCCAGAGATTAAACTCAACCAA 

R- CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC 
297 pb (Luo and Mitchell, 2002) 

CKR1/2 F- CTCAGATTTGAAATCGTGCTTTG 

R- GGGGCTCTCACCCTCCTG 
113 pb (Brinkman et al., 2003) 

CALB = C. albicans; CGL = C. glabrata; CTR = C. tropicalis; CPAR = C. parapsilosis; CKR = C. krusei 

* Primers do complexo C. parapsilosis 

 

 
4.4.1. Matriz de primers para uso nas amplificações por qPCR 

 

Após definirmos os cinco conjuntos de primers espécie-específicos a serem 

utilizados na técnica de qPCR, executamos o que denominamos de matriz de primers, ou 

seja, definimos a menor concentração dos mesmos capaz de gerar maior eficiência de 

reação com menor valor de Ct, sem a presença de dímeros, conforme demonstrado na 

Tabela 2. 

Tabela 2. Matriz de otimização dos primers em μM 
 

Primer F 
Primer R 

0,05 
0,05 

0,05 
0,20 

0,05 
0,40 

0,05 
0,90 

Primer F 
Primer R 

0,20 
0,05 

0,20 
0,20 

0,20 
0,40 

0,20 
0,90 

Primer F 
Primer R 

0,40 
0,05 

0,40 
0,20 

0,40 
0,40 

0,40 
0,90 

Primer F 
Primer R 

0,09 
0,05 

0,90 
0,20 

0,90 
0,40 

0,90 
0,90 
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Os ensaios de qPCR foram realizados com as combinações de concentração dos 

primers descritas na tabela acima, para amplificar 10pg, 1 pg e 100 fg de DNA de cada 

espécie de Candida. em temperatura de 60º C. 

4.4.2. Avaliação da temperatura de hibridização dos cinco pares de primers 

para as amplificações por qPCR 
 

Selecionados os cinco pares de primers e definidas as concentrações de cada um, 

a etapa seguinte foi realizada para avaliar a melhor temperatura de hibridização de cada 

par de primer que resultasse em melhor eficiência de amplificação, com valores de 

sensibilidade analítica ou limiar de detecção satisfatórios. Os ensaios foram realizados 

com os cinco pares de primers, em uma faixa que variou de 58 a 64°C na etapa de 

hibridização. As amplificações foram realizadas com diluições dos plasmídeos obtidos 

pela clonagem das cinco espécies de Candida. 

 

4.5. Clonagem dos fragmentos amplificados a partir de sequências gênicas das 

cinco espécies de Candida 

 

Para a construção das curvas de calibração a serem empregadas nos ensaios de 

qPCR, foram utilizados plasmídeos contendo fragmentos das sequências gênicas da 

região ITS do DNA ribossomal de Candida spp., presente em múltiplas cópias (50-100) 

no genoma da levedura (Chen et al. 2000). Os fragmentos foram obtidos a partir de 

amplificações de amostras de DNA extraídas das cinco espécies de Candida por PCR 

convencional com os primers da Tabela 1. 

Para a inserção nos plasmídeos, os fragmentos amplificados foram previamente 

purificados utilizando-se o kit Illustra ExoProStar 1-STEP (GE Healthcare), de acordo 

com as instruções do fabricante. A inserção dos fragmentos de DNA nos plasmídeos foi 

realizada utilizando-se o CloneJET PCR Cloning kit (Thermo Scientific) e 10-15 ng dos 

amplificados purificados, seguindo as etapas descritas pelo fabricante do kit. As demais 

etapas para obtenção dos plasmídeos recombinantes (preparo das bactérias E. coli 

competentes, transformação destas e extração dos plasmídeos) foram realizadas de acordo 

com metodologia previamente descrita (Sambrook 2001). 

Para identificar a presença dos insertos nos plasmídeos recombinantes, seis clones 

de cada espécie de Candida foram submetidos aos ensaios de PCR convencional, 

empregando-se os primers homólogos às sequências do vetor, próximas ao sítio de 

clonagem (pJET1.2/blunt Cloning Vector, Thermo Fisher), fornecidos pelo CloneJET 
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PCR Cloning kit. As amplificações foram realizadas de acordo com as instruções do 

fabricante, em termociclador Veriti (Applied Biosystems). Os amplificados foram 

purificados com o kit Illustra ExoProStar 1-STEP e submetidos às reações de 

sequenciamento no equipamento ABI 3500 DNA Analyser (Thermo Fisher). 

 

4.6. Análise das curvas de calibração da qPCR para avaliação da eficiência das 

amplificações por qPCR e o limiar de detecção 

 

Para avaliar a eficiência dos ensaios de qPCR para cada DNA alvo, indicativa da 

precisão dos resultados, 20 ensaios independentes foram realizados, em dias diferentes, 

com as diluições seriadas dos plasmídeos. As diluições utilizadas foram na razão 10, indo 

de 1x107 até 1x100 UFC/ml de cada uma das cinco espécies de Candida. Os ensaios foram 

realizados no equipamento ABI StepOne Plus RealTime PCR system (Applied 

Biosystems) empregando o Power SYBR Green PCR master mix (Thermo Fisher). O 

programa de ciclagem consistiu em uma etapa de denaturação inicial à 95ºC por 10 min, 

seguida de 40 ciclos a 94ºC por 10s, hibridização a 62°C por 20s e extensão a 72ºC por 

30s. Por fim, foi programada uma etapa para a formação da curva de dissociação (melting 

curve), de 50°C até 95°C, com incrementos de 0,3°C/s. Amplificações foram 

consideradas positivas havendo detecção de sinal fluorescente que cruzava a linha de 

threshold (Ct) até 36 ciclos de amplificação. 

Para verificar se a presença de DNA humano das amostras clínicas poderia 

interferir na eficiência das amplificações, foram executados ensaios de qPCR com um 

spike-in com 50 ng de DNA humano de indivíduo sem doença, nos oito pontos da curva. 

A interferência do DNA humano resulta em curvas de regressão linear não paralelas às 

curvas obtidas somente com os clones recombinantes. 

As curvas geradas pelo número de cópias dos clones e seus respectivos valores de 

Ct foram empregadas para o cálculo da equação de regressão linear e a correlação entre 

as variáveis pelo R2. A inclinação da curva (slope), R2 e eficiência dos ensaios foram 

calculados (Bustin et al. 2009). Os valores de média, desvio padrão e coeficiente de 

variação foram calculados com o programa SPSS Statistics Versão 24.0 (SPSS Inc., 

Chicago, Illinois, USA). 

4.7. Avaliação da especificidade dos primers 

 
As amostras de DNA de outras espécies de Candida spp., outros fungos 

patogênicos e bactérias, bem como amostras de DNA de indivíduos sem doença, foram 
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então submetidas às amplificações por qPCR para avaliação da especificidade dos 

primers da Tabela 1, bem como a possibilidade de reatividade cruzada entre as cinco 

espécies de Candida. Em todos os ensaios foram empregadas amostras de DNA 

homólogos aos primers como controles positivos, e para cada reação foram utilizados 

controles negativos (água estéril). As reações foram realizadas nas mesmas condições de 

ciclagem descritas nos itens anteriores. 

 

4.8. Protocolo de extração de DNA a partir de amostras de sangue “batizadas” com 

suspensão das 5 espécies de Candida 

 

Para a padronização do procedimento de extração de DNA nas amostras clínicas, 

iniciamos os testes com amostras de sangue de indivíduos sadios, semeadas com 

suspensão das leveduras de Candida, nas concentrações de 1x106 a 1x100 UFC/ml. 

Antes do procedimento de extração, foram adicionados aos tubos, 1 x 104 

plasmídeos com a sequência parcial do gene da giberelina obtida da planta Arabidopsis 

thaliana como controle exógeno interno (Luciano et al. 2007). A presença do controle 

interno é importante para indicar se a falta de sinal de amplificação das amostras pode ter 

ocorrido por mal funcionamento do termociclador, falhas no preparo do mix de reagentes 

ou da Taq polimerase, ou ainda presença de inibidores que impedem as amplificações 

(Hoorfar et al. 2003). Para a “quebra” da parede celular das leveduras, foram adicionadas 

aos tubos contendo o sangue “batizado”, glass beads (Sigma). Os tubos contendo os 

pellets de células com as diferentes concentrações de leveduras foram submetidos ao 

processo de sonicação no equipamento homogeneizador ultrassônico (Modelo Fast Prep- 

24 5G, MP Biomedical) em solução de lise (Rapid Pure DNA Tissue Kit (MP 

Biomedical). Em seguida, as extrações de DNA foram realizadas de acordo com as 

instruções do Rapid Pure DNA Tissue Kit (MP Biomedical). A determinação da 

concentração de DNA das amostras, obtidas pelos dois protocolos de extração, foi 

realizada em espectrofotômetro Nanodrop 1000 (Thermo). As amostras foram mantidas 

a -20°C até o momento do uso. 

4.9. Ensaios de qPCR com as amostras de sangue semeadas com Candida 

 
Para as amplificações por qPCR, foram preparados 20 μl de solução contendo 10 

µl do Power SYBR® Green PCR master mix (Applied Biosystems), 0,5 µL dos primers 

espécie-específicos e primers da A. thaliana (controle interno exógeno), e 5 µl (100 ng) 

de DNA de cada amostra dos pacientes em microplacas MicroAmp Fast 96-well reaction 
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plate (Applied Biosystems). As condições de amplificação foram as mesmas empregadas 

no ítem 4.7. Os ensaios foram realizados em triplicata e, em todos os ensaios foram 

incluídas as curvas de calibração (1x105 a 1x101 plasmídeos recombinantes) como 

controles das amplificações e água ultrapura como controle negativo. 

 

4.10. Avaliação do desempenho da qPCR para o diagnóstico de candidemia nas 

amostras dos pacientes do estudo 

 

Foram coletados em torno de 3 ml de sangue dos pacientes incluídos no estudo 

em tubos de EDTA. As coletas foram realizadas pelas equipes de enfermagem das 

unidades hospitalares por punção de veia periférica e/ou do cateter venoso. As extrações 

de DNA das amostras clínicas foram realizadas pelos mesmos procedimentos empregados 

para as amostras de sangue “batizadas” (ítem 4.8). Todas as amostras foram previamente 

amplificadas por PCR convencional com primers de uma sequência gênica que codifica 

a β-actina humana, para assegurar que o DNA estivesse íntegro, sem a presença de 

inibidores da PCR, o que poderia levar a resultados falso-negativos. 

Os ensaios de qPCR foram realizados de acordo com o mesmo protocolo descrito 

no ítem 4.9. As amostras de DNA foram submetidas às amplificações com os primers 

das cinco espécies de Candida separadamente e, em todos os ensaios foram incluídos 

cinco pontos das curvas de calibração. Amplificações foram consideradas positivas 

havendo detecção de sinal fluorescente que cruzava a linha de threshold (Ct) até o 36° 

ciclo. Os resultados foram analisados pelo StepOne Software version 2.3 (Applied 

Biosystems). 

4.11. Detecção e identificação das espécies de Candida nos balões de hemocultura 

por espectrometria de massa (EM) MALDI-TOF 

Os frascos de hemoculturas positivos foram analisados pela técnica de EM 

MALDI-TOF. O extrato proteico a ser submetido às análises pela técnica, foi obtido por 

metodologia previamente descrita (Jeddi et al. 2017). Inicialmente os frascos foram 

homogeneizados e 1,8 ml do conteúdo do frasco foram transferidos para um microtubo 

de 2 ml. O tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 2 minutos, o sobrenadante foi removido 

e acrescentou-se 1,8 ml de água estéril, acrescidos de 18 µl de solução de dodecil sulfato 

de sódio (Merck) a 10%. A mistura foi mantida por 10 minutos a temperatura ambiente, 

com agitação em vórtex em intervalos de 2 min. Em seguida, nova centrifugação do tubo 

a 13.000 rpm por 2 minutos, com descarte do sobrenadante, e nova lavagem com água 
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estéril. Esta etapa foi repetida até que o pellet de células estivesse livre de hemácias. Em 

seguida, foram adicionados ao tubo 300 µl de água estéril e 900 µl de etanol absoluto 

(Merck), e a mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi 

descartado e deixou-se “secar” o pellet em ar ambiente. Ao pellet seco, foram adicionados 

50 µl de ácido fórmico (Sigma) a 70%, o tubo foi submetido à agitação em vórtex e, em 

seguida, foram adicionados 50 µl de acetonitrila (Sigma). Nova agitação em vórtex, 

incubação da mistura por 5 min, e o tubo foi novamente centrifugado a 13.000 rpm por 2 

min. Aplicou-se 1 µl do sobrenadante nos spots da lâmina (VITEK® MS target slides) e, 

após secagem, foi adicionado 1 µl da matriz (ácido alfa-4-ciano-hidroxicinâmico, Sigma). 

Após nova secagem, a lâmina foi colocada no equipamento Vitek MS (BioMérieux) para 

as análises pelo software SARAMIS. Os espectros obtidos foram comparados ao banco 

de espectros do equipamento para a identificação do micro-organismo presente naamostra 

clínica. 

4.12. Detecção de BDG em amostras de soro dos pacientes 

 
As amostras de soro foram coletadas simultaneamente às coletas para PCR em 

tempo real (qPCR), e a BDG sérica foi determinada utilizando-se o kit Fungitell® (Cape 

Cod Inc., EUA), de acordo com as instruções do fabricante. As amostras de soro foram 

armazenadas a -80°C antes da execução da técnica, e os testes foram realizados em 

duplicata. O kit Fungitell® é um teste de diagnóstico que detecta BDG no soro através de 

uma cascata biológica baseada numa modificação do Limulus Amebocyte Lysate (LAL), 

um extrato das células sanguíneas do caranguejo Horseshoe Crab. O composto BDG 

ativa o fator G, um zimogênio da serina protease. Este, uma vez ativado, converte a 

enzima de pré-coagulação inativa em enzima de coagulação ativa, que, por sua vez, cliva 

a paranitroanilida (pNA) a partir do substrato peptídico cromogênico (Boc-Leu-Gly-Arg- 

pNA), criando um cromóforo, a paranitroanilina, que absorve a luz a 405 nm. A leitura foi 

realizada no espectrofotômetro modelo Elx808 (Biotek), durante 40 minutos (leitura 

cinética), e os resultados foram expressos em pg/ml. Os critérios de positividade dos 

valores de BDG nas amostras de soro, de acordo com os fabricantes do kit são: negativo 

< 60 pg/ml; indeterminado 60–79 pg/ml; e positivo ≥ 80pg/ml. 

 
4.13. Análises estatísticas 

 
A padronização dos ensaios de qPCR foi avaliada por estatística descritiva que 

compreendeu: média, desvio padrão, intervalo de confiança, valores máximo e mínimo, 
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e coeficiente de variação. Os demais dados foram analisados pelo SPSS for Windows 

versão 24.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA). Para os parâmetros categóricos, foram 

usadas porcentagens e para as variáveis contínuas, foram calculadas as medianas e os 

intervalos interquartis. 
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95 pacientes elegíveis para o estudo 

17 excluídos 

8 sem coleta simultânea (Hemocultura, qPCR e BDG) 

5 com antifúngico há + 48hs 

4 sem consentimento 

78 pacientes incluídos 

42 do ICESP 

28 Hospital das Clínicas da FMUSP 

8 do IAMSPE 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1. Seleção dos pacientes 

 
Durante o período do estudo foram inicialmente elegíveis pelas equipes clínicas, 

95 pacientes internados nas unidades de cuidados intensivos dos três hospitais. 

Entretanto, deste total, não foi possível incluir no estudo 17 pacientes, a saber: em oito 

pacientes, não houve coleta simultânea de amostras para hemocultura, qPCR e BDG; 

cinco estavam recebendo antifúngicos há mais de 48 horas antes da coleta; para quatro 

pacientes não obtivemos o consentimento dos familiares para inclusão no estudo. Deste 

modo, restaram 78 pacientes que atendiam aos critérios de inclusão do estudo, cujas 

coletas ocorreram entre 15/05/2018 e 15/03/2020 (Figura 1). 

 

 

 
 

 

 
 

Figura 1. Fluxograma para seleção dos pacientes 

 

De maneira geral, pouco mais da metade dos pacientes era do sexo masculino 

(51,6%), com mediana de idade de 60 anos. A principal doença de base apresentada por 

estes pacientes foi neoplasia (66,6%, sendo em 90% desses, casos de tumor sólido).A 

mediana do escore SAPS3 (Simplified Acute Physiology Score) na admissão dos pacientes 

nas UTIs foi de 64 (menor valor atribuído pelo escore é 31 e o maior é 111 pontos – (Silva 

Junior et al. 2010), e a mediana do tempo de internação até a suspeita clínica de infecção 

por Candida foi de 12,5 dias (IIQ 8 – 25). Todos os pacientes faziam uso de cateter venoso 

central (100%) e receberam antibioticoterapia de amplo espectro por mais de 96 horas no 

momento da coleta. Cinquenta e sete pacientes (73,1%) tinham colonização prévia por 
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Candida spp. em pelo menos um sítio do organismo. A taxa de mortalidade geral em 30 

dias foi de 48,7%. Os dados demográficos e características clínicas apresentadas pelos 

pacientes no momento da inclusão estão demonstrados na Tabela 3. 

 
Tabela 3. Dados demográficos e características clínicas dos 78 pacientes admitidos nas 

UTIs do Hospital das Clínicas da FMUSP, ICESP e IAMSPE 

Variáveis Pacientes 

Idade (anos) Mediana 60 (20-85) 

Gênero M/F 40(51,6%)/38(48,4%) 

Doenças subjacentes 
 

Neoplasias 52 (66,6%) 

Insuficiência renal 8 (10,2%) 

Outros 18 (23,2%) 

Fatores de risco  

Cateter venoso central 78 (100%) 

Colonização prévia por Candida spp. 57 (73,1%) 

Ventilação mecânica 35 (44,9%) 

Nutrição parenteral 25 (32,0%) 

Hemodiálise 22 (28,2%) 

Escore SAPS3 Mediana 64 (31-111) 

Tratamento prévio 
 

Antibacterianos 78 (100%) 

Corticóides 32 (41,0%) 

Tempo de internação na UTI 
anterior à suspeita clínica de infecção (dias) 

 

Mediana 12,5 (1-120) 

Desfecho em 30 dias 
 

Óbitos 38 (48,7%) 

 

 
5.2. Classificação dos pacientes do estudo em provados, prováveis e possíveis de 

desenvolver candidemia 

 

De acordo com os resultados das hemoculturas e das culturas de outros sítios do 

organismo (cultura de sangue de cateter, culturas de sonda vesical de demora e de 

secreção traqueal), e com base nos critérios EORTC/MSG, os 78 pacientes foram 

classificados neste estudo como provados, prováveis e possíveis de apresentarem 

candidemia. Deste modo, os provados, que somaram 20 pacientes, foram aqueles que 
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apresentaram hemoculturas de sangue periférico positivas, com isolamento e 

identificação do patógeno. Foram considerados como prováveis, 44 pacientes com 

hemoculturas de sangue periférico negativas, mas que apresentaram culturas de outros 

sítios positivas para Candida spp., em sua maioria de sangue coletado do cateter venoso 

central; e os 14 pacientes possíveis de desenvolver a infecção de corrente sanguínea, 

foram aqueles com todas as culturas negativas para Candida spp., mas com suspeita 

clínica de infecção por Candida (Donnelly et al. 2020). 

 

5.3. Hemoculturas 

Dos 78 pacientes incluídos no estudo, 20 (25,6%) tiveram isolamento de Candida 

nas hemoculturas de sangue periférico, sendo que em sete pacientes (35%) foi isolada C. 

albicans, em cinco pacientes (25%) C. parapsilosis sensu stricto, em um C. orthopsilosis 

(5%), em três (15%) C. glabrata e em quatro (20%) C. tropicalis. Não houve isolamento 

de C. krusei nas hemoculturas de sangue periférico dos pacientes deste estudo (Tabela 

4). 

A distribuição das espécies de Candida isoladas de corrente sanguínea nos três 

hospitais envolvidos no estudo foi similar à de outros estudos em hospitais brasileiros 

divulgados mais recentemente. Canela e colaboradores relataram prevalência de C. 

albicans (44%), seguida de 19% de C. glabrata, 19% de C. tropicalis e 14% de C. 

parapsilosis em 79 episódios de infecção de corrente sanguínea em um hospital terciário 

universitário no Estado de São Paulo (Canela et al. 2018). Outros autores, em estudo 

retrospectivo de 15 anos, também em hospital terciário universitário, observaram em 331 

episódios de candidemia e/ou candidíase sistêmica, discreta prevalência de C. albicans 

(37,5%), seguida de C. tropicalis (28,1%), C. parapsilosis (18,4%), C. glabrata (6,9%) e 

C. krusei em menos de 1% dos casos (Braga et al. 2018). 

Ressalte-se que a maior prevalência de C. parapsilosis observada nos episódios 

de candidemia do nosso estudo, quando comparada a dos outros relatos, deve-se ao fato 

de que durante o período da investigação, ocorreu um surto de infecções por essa espécie 

na UTI do ICESP (Thomaz et al. 2022). 

As limitações das hemoculturas para diagnóstico de candidemia são largamente 

reconhecidas. Embora avanços nas técnicas microbiológicas tenham proporcionado 

melhora na recuperação das espécies de Candida em amostras sanguíneas, a baixa carga 

fúngica e o caráter transitório da candidemia, resultam na baixa sensibilidade das 

hemoculturas (Pappas et al. 2016). Além disso, o emprego profilático ou empírico de 
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fármacos antifúngicos nos pacientes de risco pode reduzir ainda mais a sensibilidade 

(Nguyen et al. 2012; Clancy and Nguyen 2013). Em nosso estudo, alguns pacientes 

portadores de neoplasia, admitidos na UCI do ICESP, haviam recebido antifúngico 

profilático em períodos anteriores à suspeição de infecção por Candida (quando 

internados nas enfermarias, antes da internação na UCI, por piora do quadro clínico), o 

que pode ter influenciado o número elevado de hemoculturas negativas nesses pacientes. 

Outra possível razão para a baixa positividade das hemoculturas de sague periférico nos 

pacientes prováveis, é que a colonização por Candida spp. em outros sítios do organismo, 

como sonda vesical e secreção traqueal, não está necessariamente relacionada à infecção 

sistêmica, particularmente em pacientes não neutropênicos (Pappas et al. 2016). 

Por outro lado, o cateter venoso central é frequentemente relacionado a casos de 

candidemia (Fernández-Cruz et al. 2014). No presente estudo, em 32 pacientes do grupo 

dos prováveis (72,8%), as hemoculturas de sangue de cateter foram positivas, sem 

isolamento de Candida em sangue periférico (Tabela 5). Outros autores verificaram 

resultados similares aos nossos, com maior frequência de isolamentos em sangue de 

cateter do que em sangue periférico no mesmo paciente (Hashemi Fesharaki et al. 2018), 

mas são raros os casos citados na literatura descrevendo esta condição (De Almeida et al. 

2014). Assim, para se compreender melhor a possível associação entre o cateter 

colonizado por Candida e a ocorrência de episódios de candidemia em pacientes de risco, 

estudos clínicos multicêntricos, envolvendo grande número de pacientes, devem ser 

propostos. 

Nos demais pacientes deste grupo (n=12) não houve isolamento em sangue de 

cateter, mas foram isoladas espécies de Candida de sonda vesical de demora (> 100.000 

UFC/ml) em 10 pacientes, e de secreção traqueal (> 500.000 UFC/ml) em 2 pacientes 

(dados não mostrados). Não houve isolamento de Candida nas amostras dos 14 pacientes 

possíveis de desenvolver candidemia (Tabela 6). 
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Tabela 4. Resultados das hemoculturas, MALDI-TOF, dosagem de BDG e dos ensaios de qPCR 

nas amostras clínicas dos 20 pacientes com candidemia comprovada 
 

 
Pacientes 

 
Hemoculturas 

 
MALDI-TOF 

BDG* 
(pg/ml) 

 
qPCR (Ct) 

P3 C. albicans C.albicans >500 C. albicans (35,6) 

P10 C. glabrata Indeterminado >500 C. glabrata (20,1) 

P11 C. albicans C. albicans 369,7 C. albicans (18,8) 

P14 C. albicans C. albicans 126,1 C.albicans (24,2) - C. glabrata (31,0) 

P25 C. glabrata C. glabrata 433,2 C. glabrata (20,8) 

P29 C. orthopsilosis C. orthopsilosis >500 C. parapsilosis** (29,2) 

P40 C. tropicalis C. tropicalis >500 C. tropicalis (35,4) 

P56 C. parapsilosis C. parapsilosis 121,5 C. parapsilosis (35,8) 

P59 C. parapsilosis C. parapsilosis 193,3 C. parapsilosis (20,7) 

P64 C. parapsilosis Indeterminado 361,3 C. parapsilosis (18,1) 

P68 C. tropicalis C. tropicalis >500 C. tropicalis (21,2) - C. glabrata (30,8) 

P69 C. tropicalis C. tropicalis >500 C. tropicalis (22,1) 

P71 C. tropicalis C. tropicalis 422 C. tropicalis (20,5) 

P74 C. albicans C. albicans >500 C. albicans (21,1) 

P78 C. parapsilosis C.parapsilosis <7,8 C. parapsilosis (28,6) 

P84 C. glabrata C. glabrata >500 C. glabrata (19,6) 

P86 C. parapsilosis C. parapsilosis 391,1 C. parapsilosis (30,6) 

P88 C. albicans C. albicans >500 C. albicans (23,0) - C. krusei (27,1) 

P89 C.albicans C.albicans >500 C. albicans (22,2) 

P91 C. albicans C.albicans <7,8 C. albicans (22,6) - C. parapsilosis (35,0) 

* Critérios de positividade dos valores de BDG nas amostras de soro, de acordo com o Fungitell® Assay 

kit (Cape Cod Inc.): Positivo ≥ 80pg/ml. ** primers para complexo C. parapsilosis Ct = cycle threshold 

Indeterminado = mais de um micro-organismo presente na amostra de sangue periférico 
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Tabela 5. Resultados das hemoculturas, MALDI-TOF, dosagem de BDG e dos 

ensaios de qPCR nas amostras clínicas dos 44 pacientes prováveis 

 

Pacientes Hemoculturas β-D-Glucana* (pg/ml) qPCR (Ct) 

P6 Negativo 229,4 Negativo 

P8 Negativo 25,8 Negativo 

P9 Negativo 33,9 Negativo 

P15 Negativo 276,5 Negativo 

P16 Negativo 73,3 Negativo 

P17 Negativo 57,9 Negativo 

P20 Negativo 97 Negativo 

P21 Negativo 51,6 Negativo 

P22 Negativo 106,7 Negativo 

P23 Negativo 437,7 Negativo 

P26 Negativo 124,6 Negativo 

P27 Negativo 85 Negativo 

P28 Negativo >500 Negativo 

P30 Negativo 208,6 Negativo 

P34 Negativo >500 Negativo 

P35 Negativo 208,6 Negativo 

P37 Negativo 131 Negativo 

P39 Negativo 28,1 Negativo 

P42 Negativo 64,1 Negativo 

P43 Negativo 7,8 Negativo 

P45 Negativo 136,1 Negativo 

P48 Negativo >500 Negativo 

P49 Negativo 349,3 Negativo 

P51 Negativo 31,3 Negativo 

P52 Negativo 523 C. albicans (29,7) 

P53 Negativo 359,9 Negativo 

P54 Negativo 31,8 Negativo 

P57 Negativo 47,2 Negativo 

P60 Negativo >500 Negativo 

P61 Negativo 424,4 C. albicans (28,9) 

P62 Negativo 41,2 Negativo 

P65 Negativo 353,4 Negativo 

P66 Negativo 157 C. krusei (23,0) 

P70 Negativo 7,8 Negativo 

P72 Negativo 7,8 Negativo 

P73 Negativo 7,8 C. parapsilosis (17,3) 

P77 Negativo 146,3 Negativo 

P81 Negativo 7,8 Negativo 

P82 Negativo 7,8 Negativo 

P83 Negativo >500 Negativo 

P87 Negativo 457 C. glabrata (17,8) 

P92 Negativo >500 C. tropicalis (33,7) 

P93 Negativo 228,8 Negativo 

P94 Negativo 131,3 Negativo 
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Tabela 6. Resultados das hemoculturas, MALDI-TOF, dosagem de BDG e 

dos ensaios de qPCR nas amostras clínicas dos 14 pacientes possíveis 
 

Pacientes Hemocultura β-D-Glucana* (pg/ml) qPCR (Ct) 

P1 Negativo 333,4 Negativo 

P2 Negativo 77,2 Negativo 

P4 Negativo 46,1 Negativo 

P18 Negativo 9,5 Negativo 

P19 Negativo 51,6 Negativo 

P24 Negativo 51,8 Negativo 

P31 Negativo 16,9 Negativo 

P32 Negativo 7,8 Negativo 

P33 Negativo 9,7 Negativo 

P38 Negativo 37,6 Negativo 

P44 Negativo 36,8 Negativo 

P47 Negativo 15,5 Negativo 

P63 Negativo 38,4 Negativo 

P79 Negativo 7,8 Negativo 

 

 

 
5.4. MALDI-TOF 

Em relação aos testes realizados pelo método de MALDI-TOF a partir dos frascos 

de hemocultura, tanto do sangue periférico como do sangue de cateter, foi possível 

observar concordância de 90% na identificação das espécies de Candida no grupo dos 20 

pacientes provados. Em dois casos, as culturas foram positivas para dois micro- 

organismos (em um caso C. glabrata + E. faecium, e no outro caso C. parapsilosis + S. 

epidermidis) (Tabela 4). O resultado indeterminado é consequência de uma limitação 

deste método, pois a presença de mais de um micro-organismo na amostra clínica (co- 

infecção), dificulta a correta identificação do patógeno (Spanu et al. 2012; Pulcrano et al. 

2013). A técnica também foi realizada em frascos de hemocultura positivos para sangue 

de cateter em 10 dos 44 pacientes prováveis, demonstrando concordância de identificação 

em 100% dos casos. 

No grupo de pacientes prováveis, a técnica de MALDI-TOF foi aplicada nos 

balões positivos incubados com as amostras de sangue de cateter. A identificação pela 

espectrometria de massa foi concordante em 100% dos casos com isolamento a partir do 

cateter (dados não mostrados). 

O tempo médio para a realização dos testes até a identificação final das espécies 

de Candida foi de 2 horas, demonstrando que o emprego de MALDI-TOF, diretamente 

nos frascos positivos de hemocultura, reduz de modo significativo o tempo para liberar 
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os resultados com a identificação do patógeno na amostra clínica, o que certamente 

beneficia os pacientes que podem receber terapia adequada em prazo de tempo bem 

inferior ao obtido pelas culturas (Cattani et al. 2015). Além disso, o emprego do protocolo 

de extração in-house, utilizando solução de SDS 1,8% para a lise das hemácias (Jeddi et 

al. 2017) foi muito efetivo para a identificação das leveduras, procedimento alternativo 

de menor custo, se comparado ao emprego do kit de extração proteica comercial 

Sepsityper (Brucker Daltonics). Os resultados foram superiores aos de Bal e 

colaboradores que, utilizando este kit, verificaram 62,5% de concordância na 

identificação das espécies. Por outro lado, foram comparáveis aos obtidos pelo grupo do 

Bidart, que também empregou a solução de SDS para as extrações, com concordância de 

88,8% em relação às culturas, superior ao que obtiveram com o uso do Sepsityper (81,7% 

de concordância) (Bidart et al. 2015; Bal and McGill 2018). 

 

5.5. Ensaio de qPCR 

 
5.5.1. Avaliação da matriz dos primers: concentração e temperatura de 

hibridização dos cinco pares de primers para as amplificações por qPCR 

Os testes foram realizados com os cinco pares de primers, com concentrações 

distintas, em uma faixa que variou de 58 a 64°C na etapa de hibridização. Os diversos 

experimentos demonstraram que a concentração dos primers capaz de gerar maior 

eficiência de reação com menor valor de Ct, sem a presença de dímeros foi de 200 µM e 

a temperatura de hibridização de 62°C resultou em limiares de detecção que atingiram 

valores de 1x101 até 1x100 UFC/ensaio, dependendo da espécie de Candida analisada. A 

partir dessas análises, os parâmetros empregados nas ciclagens ficaram definidos para os 

experimentos seguintes, conforme descrito abaixo. 

 

Holding stage: 95°C - 5 min 

Cycling stage: 40 ciclos 

95°C – 30s 

62°C – 30s (annealing) 

72°C – 30s 

Holding stage: 72°C - 2 min 

Melt curve: 60°C a 95°C, com incrementos de 0,3°C/s 
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A B 

1x107 

1x100 

5.5.2. Análise das curvas de calibração contendo DNA humano para 

avaliação da eficiência das amplificações por qPCR 

É possível observar, na figura abaixo, que as curvas de regressão linear dos 

plasmídeos recombinantes “puros” e misturados ao DNA humano, ficaram muito 

semelhantes, demonstrando que não houve interferência deste na eficiência das 

amplificações (Figura 2). A partir desses resultados, os ensaios foram executados 

utilizando somente as diluições dos plasmídeos como curvas de calibração. 

 

79,8°C 
 
 

C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Curvas dos plasmídeos recombinantes de C.albicans de 1x107 até 1x100 UFC/ensaio com e sem 

DNA obtido de sangue de indivíduo sadio. A – Curvas de amplificação; B – Curvas Melting; C – Regressão 

linear mostrando superposição das duas retas. 
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5.5.3. Avaliação do limiar de detecção da qPCR através das curvas de 

calibração para as cinco espécies de Candida 

De acordo com o MIQE Guideline (Minimum Information for Publication of 

Quantitative Real-Time PCR Experiments), o limiar de detecção é definido como a menor 

concentração do gene alvo, detectada nas amostras positivas, em 95% dos ensaios (Bustin 

et al. 2009). Os resultados demonstraram que o limiar de detecção (LD) dos ensaios de 

qPCR foi de 1x101 cópias/ensaio, uma vez que esta concentração foi atingida em 100% 

dos 20 ensaios realizados, para as cinco espécies de Candida. Esses resultados são 

comparáveis aos da literatura, como demonstrados por (McMullan et al. 2008; Tardif and 

Schlaberg 2017). 

Foram calculados os coeficientes de variação (CV), verificando-se que em sua 

maioria, os ensaios apresentaram valores bastante homogêneos e muito abaixo de 20%, 

intervalo considerado como válido para a variação das eficiências dos ensaios (Bustin et 

al. 2009). Abaixo, os resultados das curvas de calibração analisadas para as cinco espécies 

de Candida. (Figuras 3, 4, 5, 6 e 7). 

Candida albicans 
 

 

    95% IC Média  

Cópias/µL Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV 

1,00E+07 11,75 ± 0,58 11,48 12,02 4,90 

1,00E+06 15,20 ± 0,34 15,04 15,35 2,23 

1,00E+05 18,61 ± 0,54 18,36 18,87 2,92 

1,00E+04 21,98 ± 0,52 21,74 22,22 2,37 

1,00E+03 25,39 ± 0,61 25,11 25,68 2,39 

1,00E+02 28,97 ± 0,63 28,67 29,26 2,18 

1,00E+01 32,38 ± 1,01 31,91 32,85 3,11 

1,00E+00 35,68 ± 1,18 35,00 36,36 3,30 
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      95% IC Média   

Parâmetros Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV% 

Efficiency 99,237 ± 3,530 97,584 100,889 3,557 

r² 0,998 ± 0,002 0,997 0,999 ---- 

Slope -3,343 ± 0,087 -3,384 -3,303 ---- 

Figura 3. Candida albicans – Para esta espécie as amplificações resultaram em limiar de detecção de 1x100 

copias/ensaio de amostra em 100% dos 20 testes realizados. 

 

Candida tropicalis 
 

 

    95% IC Média  

Cópias/µL Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV% 

1,00E+07 11,86 ± 0,53 11,61 12,10 4,48 

1,00E+06 15,16 ± 0,42 14,96 15,36 2,80 

1,00E+05 18,83 ± 0,59 18,55 19,10 3,11 

1,00E+04 22,14 ± 0,53 21,89 22,39 2,40 

1,00E+03 25,79 ± 0,57 25,52 26,05 2,20 

1,00E+02 29,04 ± 0,60 28,76 29,32 2,07 

1,00E+01 32,61 ± 0,97 32,16 33,07 2,97 

1,00E+00 34,79 ± 1,63 33,75 35,82 4,68 
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    95% IC Média  

Parâmetros Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV 

Efficiency 95,613 ± 3,963 93,758 97,468 4,145 

r² 0,995 ± 0,003 0,994 0,997 ---- 

Slope -3,436 ± 0,103 -3,484 -3,387 ---- 

Figura 4. Candida tropicalis – Para esta espécie as amplificações resultaram em limiar de detecção 

de 1x100 cópias/ensaio de amostra em 55% dos 20 testes realizados. 

 

Candida glabrata 
 
 

 

    95% IC Média  

Cópias/µL Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV% 

1,00E+07 10,21 ± 0,27 10,08 10,34 2,64 

1,00E+06 13,43 ± 0,39 13,25 13,62 2,94 

1,00E+05 16,83 ± 0,43 16,63 17,03 2,57 

1,00E+04 20,18 ± 0,50 19,95 20,41 2,48 

1,00E+03 23,70 ± 0,35 23,53 23,86 1,47 

1,00E+02 26,98 ± 0,57 26,71 27,24 2,10 

1,00E+01 30,27 ± 0,48 30,05 30,50 1,58 

1,00E+00 33,17 ± 1,09 32,56 33,77 3,29 
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95% IC Média 

Parâmetros Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV% 

Efficiency 99,237 ± 3,530 97,584 100,889 3,557 

r² 0,998 ± 0,002 0,997 0,999 ---- 

slope -3,343 ± 0,087 -3,384 -3,303 ---- 

Figura 5. Candida glabrata – Para esta espécie as amplificações resultaram em limiar de 

detecção de 1x100 cópias/µl de amostra em 75% dos 20 testes realizados. 

 

Candida parapsilosis 
 

 

    95% IC Média  

Cópias/µL Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV 

1,00E+07 11,75 ± 0,58 11,48 12,02 4,90 

1,00E+06 15,20 ± 0,34 15,04 15,35 2,23 

1,00E+05 18,61 ± 0,54 18,36 18,87 2,92 

1,00E+04 21,98 ± 0,52 21,74 22,22 2,37 

1,00E+03 25,39 ± 0,61 25,11 25,68 2,39 

1,00E+02 28,97 ± 0,63 28,67 29,26 2,18 

1,00E+01 32,38 ± 1,01 31,91 32,85 3,11 

1,00E+00 35,68 ± 1,18 35,00 36,36 3,30 
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    95% IC Média  

Parâmetros Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV% 

Efficiency 96,277 ± 4,041 94,386 98,168 4,197 

r² 0,997 ± 0,003 0,996 0,999 ---- 

slope -3,419 ± 0,103 -3,467 -3,370 ---- 

Figura 6. Candida parapsilosis – Para esta espécie as amplificações resultaram em limiar de 

detecção de 1x100 cópias/µl de amostra em 70% dos 20 testes realizados. 

 

Candida krusei 
 

 

    95% IC Média  

Cópias/ µL Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV% 

1,00E+07 10,79 ± 0,77 10,43 11,15 7,16 

1,00E+06 13,99 ± 0,83 13,60 14,38 5,91 

1,00E+05 17,84 ± 0,86 17,44 18,24 4,83 

1,00E+04 21,23 ± 0,73 20,89 21,57 3,43 

1,00E+03 24,82 ± 0,82 24,44 25,21 3,32 

1,00E+02 28,48 ± 0,89 28,06 28,89 3,14 

1,00E+01 32,28 ± 0,82 31,90 32,67 2,55 

1,00E+00 35,26 ± 1,06 34,67 35,85 3,00 
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95% IC Média 

Parâmetros Média ± DP Limite 

inferior 

Limite 

superior 

CV% 

Efficiency 90,645 ± 3,370 89,068 92,222 3,718 

r² 0,998 ± 0,001 0,997 0,999 ---- 

slope -3,572 ± 0,101 -3,619 -3,525 ---- 

Figura 7. Candida krusei – Para esta espécie as amplificações resultaram em limiar de detecção 

de 1x100 cópias/µl de amostra em 75% dos 20 testes realizados. 

 

5.5.4. Avaliação da especificidade analítica dos primers das cinco espécies de 

Candida pela qPCR 
 

Os resultados revelaram que os primers das cinco espécies de Candida não 

amplificaram amostras de DNA de outras espécies de Candida, dos outros fungos 

patogênicos e das bactérias, demonstrando 100% de especificidade. Também não foi 

observada reatividade cruzada entre as cinco espécies de Candida, bem como não ocorreu 

amplificação de material genômico quando amostras de DNA de indivíduos sadios foram 

avaliadas. Na Figura 8 estão demonstrados, as amplificações para avaliação da 

especificidade analítica. 
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DNA C. glabrata 

Threshold 

DNA de outros micro-organismos 

Primers 

CGL 1/2 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

DNA de outros micro-organismos 

Primers 

CKR 1/2 

DNA C. parapsilosis, C. 

orthopsilosis e C. 

metapsilosis Threshold 

DNA de outros micro-organismos 

Primers 

CPAR 1/2 

 

 
 

 

 

DNA C. albicans 

Threshold 

DNA de outros micro-organismos 

Primers 

CALB 1/2 
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Figura 8. Curvas de amplificação da qPCR para avaliação da especificidade do ensaio com os primers 

específicos selecionados para o estudo. A detecção de sinal das amostras de DNA homólogas aos primers 

foi positiva, enquanto para as amostras heterólogas (DNA de outras espécies de Candida, de outros fungos 

e de bactérias) não houve amplificação acima da linha de threshold 

 

5.5.5. Protocolo de extração de DNA a partir de amostras de sangue 

“batizadas” com suspensão das 5 espécies de Candida 

A sensibilidade do diagnóstico molecular, está parcialmente relacionada com a 

eficiência de extração de DNA (Wickes and Wiederhold 2018). Iniciamos os testes com 

amostras de sangue de indivíduos sadios, semeadas com suspensão das leveduras de 

Candida, nas concentrações de 1x106 a 1x100 UFC/ml, mimetizando amostras clínicas. 

Como controle exógeno interno, foi adicionado em cada tubo, 1 x 104 plasmídeos com a 

sequência parcial do gene da giberelina obtida da planta Arabidopsis thaliana. Após 

diversos ensaios, ficou definido o protocolo de três ciclos de sonicação na velocidade de 

6m/s por 45 segundos, com intervalos de 150 segundos entre os ciclos. Em seguida, as 

extrações de DNA foram realizadas de acordo com as instruções do Rapid Pure DNA 

Tissue Kit (MP Biomedical). A determinação da concentração de DNA das amostras, foi 

realizada em espectrofotômetro Nanodrop 1000 (Thermo). As amostras foram mantidas 

a -20°C até o momento do uso. 

 

5.5.6. Ensaios de qPCR com amostras de sangue semeadas com as cinco 

espécies de Candida 

Amostras de sangue de indivíduos sadios semeadas “batizadas” com suspensão 

das leveduras das cinco espécies de Candida foram submetidas às amplificações por 

qPCR. Os resultados obtidos estão demonstrados na Figura 9, mostrando que para C. 

albicans e C. parapsilosis o sinal foi detectado até 1x100 UFC/ml sangue, e para C. 

glabrata, C. tropicalis e C. krusei até 1x101 UFC/ml de sangue. Amplificações foram 

consideradas positivas havendo detecção de sinal fluorescente que cruzava a linha de 

DNA C. tropicalis 

Threshold 

DNA de outros micro-organismos 

Primers 

CTRO 1/2 
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threshold (Ct), até 36 ciclos de amplificação. Os resultados foram analisados pelo Step- 

One Software version 2.3 (Applied Biosystems). 
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Figura 9. Curvas de amplificação da qPCR para avaliação do limiar de detecção do método para as 

amostras de sangue semeadas (“batizadas”) com suspensão de C. albicans, C. glabrata, C.parapsilosis, 

C.tropicalis e C.krusei. 

 

Estes ensaios foram realizados para avaliarmos a metodologia de extração de 

DNA a ser empregada posteriormente às amostras sanguíneas dos pacientes do estudo. 

Além da avaliação do método de extração, esses experimentos também foram úteis para 

verificarmos se a qPCR proposta teria capacidade analítica para detectar poucas CFU de 

Candida no sangue, uma vez que a literatura tem demonstrado que a carga fúngica nos 

casos de candidemia em geral é baixa (Kourkoumpetis et al. 2012; Neely et al. 2013). 

Os resultados de sensibilidade analítica de nosso estudo são comparáveis aos 

dados de outros autores que empregaram a técnica de qPCR na detecção de espécies de 

Candida em amostras clínicas (sangue, soro e/ou plasma). Outros estudos mostraram 

ensaios do tipo multiplex com limiares de detecção de 20 e 10 CFU/ml sangue (Innings 

et al. 2007; Lau et al. 2008). Já o estudo de Guo e colaboradores, demonstrou limiares de 

detecção para as cinco espécies de Candida entre 10 e 100 CFU/ml de sangue (Guo, Yang, 

and Liang 2016). Por outro lado, em estudo de Than e colaboradores, a mesma técnica de 

qPCR (Sybr Green) empregando como alvo das amplificações um gene de cópia única de 

Candida, atingiu limiar de detecção de 1000 cópias por ensaio, cerca de 100 vezes menos 

sensível que a qPCR do presente estudo, com a utilização de gene de múltiplas cópias 

(RNA ribossomal) (Than et al. 2015). 

5.5.7. Ensaios de qPCR com as amostras de DNA extraídas do sangue dos 

pacientes 

A Figura 10 mostra as curvas de amplificação de amostras extraídas dos 

pacientes, juntamente com as curvas de calibração e as curvas de dissociação (melt 

curves) para as cinco espécies de Candida. 
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Figura 10. Curvas de amplificação dos ensaios de qPCR das amostras de DNA extraídas de pacientes e 

respectivas curvas de dissociação, demonstrando que as amplificações foram específicas. 

A - Curvas dos plasmídeos recombinantes de C. albicans de 1x105 até 1x100 U/ensaio (em marrom) e as 

amplificações das amostras de DNA de pacientes (em azul). 

B - Curvas dos plasmídeos recombinantes de C. parapsilosis de 1x105 até 1x100 U/ensaio (em azul) e as 

amplificações das amostras de DNA de pacientes (em laranja). 

C - Curvas dos plasmídeos recombinantes de C. glabrata de 1x105 até 1x100 U/ensaio (em marrom) e as 

amplificações das amostras de DNA de pacientes (em azul). 

D - Curvas dos plasmídeos recombinantes de C. tropicalis de 1x105 até 1x100 U/ensaio (em verde) e as 

amplificações das amostras de DNA de pacientes (em azul). 

E - Curvas dos plasmídeos recombinantes de C. krusei de 1x105 até 1x100U/ensaio (em marrom) e a 

amplificações da amostra de DNA de paciente (em azul). 

 
 

Pelos ensaios de qPCR foi possível observar a detecção de mais de uma espécie 

de Candida nas amostras clínicas. A Figura 11 mostra as curvas de amplificação de 

amostras extraídas de um paciente para o qual foram detectadas duas espécies de Candida 

simultaneamente. 

 

Figura 11. Curvas de amplificação dos ensaios de qPCR de uma amostra de DNA extraída de paciente 

(P14) e respectivas curvas de dissociação, demonstrando a identificação de duas espécies de Candida 

simultaneamente (C. albicans e C. glabrata). 

E 
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5.5.8. Resultados do desempenho do ensaio de qPCR nas amostras dos 78 

pacientes do estudo 

O presente estudo avaliou o desempenho analítico e a acurácia diagnóstica de um 

método baseado em PCR em tempo real, com o objetivo de diagnosticar precocemente 

episódios de candidemia. Para tanto, foram empregados como genes alvos das 

amplificações, sequências parciais da região ITS2 do RNA ribossomal das cinco espécies 

de Candida mais frequentemente isoladas de episódios de candidemia em pacientes com 

risco de desenvolver a infecção. 

Os ensaios de qPCR apresentaram resultados positivos em 100% dos 20 episódios 

e candidemia comprovada, com valores de Cq entre 17,8 e 35,8 (Tabela 4). Este valor de 

sensibilidade foi semelhante ao de outros relatos da literatura, como o de Innings et al. 

(2007), que utilizando ensaio de qPCR do tipo multiplex in-house, cuja sensibilidade 

analítica foi de 10 CFU/ml, obtiveram positividade muito próxima à das hemoculturas 

em pacientes com candidemia comprovada. McMullan et al. (2008), também empregando 

um ensaio de qPCR do tipo multiplex, observou positividade em 9 de 11 pacientes (82%) 

com candidemia comprovada, apesar da elevada sensibilidade analítica demonstrada. 

As identificações das espécies de Candida foi concordante em todos os casos 

pelos três métodos (hemoculturas, MALDI-TOF e qPCR), exceto para quatro episódios 

de candidemia, em que o ensaio molecular detectou co-infecção por mais de uma espécie 

da levedura (Tabela 4). 

Com a melhoria dos métodos diagnósticos laboratoriais, tem sido relatada maior 

frequência de casos de poli-infecção por Candida, particularmente em pacientes em 

condições clínicas muito críticas (Yang et al. 2018). Este fato pode ter implicações 

clínicas relevantes nos casos em que uma das espécies seja resistente aos fármacos 

usualmente empregados na terapia antifúngica, como nos casos dos pacientes do estudo 

que receberam fluconazol para o tratamento da infecção, e somente a qPCR detectou 

presença de C. glabrata, que apresenta resistência dose-dependente, e C. krusei, espécie 

intrinsicamente resistente aos azólicos (Colombo et al. 2013; Taira et al. 2014). 

Um dos aspectos cruciais para a eficiência dos ensaios de qPCR é a extração de 

DNA a partir da amostra clínica. Neste estudo, empregamos o protocolo recomendado 

pelo European Aspergillus PCR Initiative Commitee (EAPCRI) com algumas 

modificações, uma vez que para detecção molecular de Candida não há, até o momento, 

método padronizado de extração. Mesmo sendo recomendado, talvez o protocolo ainda 
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não seja totalmente adequado para a lise celular das leveduras, influenciando na 

sensibilidade dos ensaios de PCR (Arvanitis et al. 2014; Fuchs, Lass-Flörl, and Posch 

2019). 

Em relação ao grupo de pacientes prováveis, observamos que o ensaio molecular 

detectou e identificou espécies de Candida em seis amostras de pacientes com 

hemoculturas negativas (13,6%). Em dois pacientes, a qPCR detectou C. albicans, em um 

C. parapsilosis, em um paciente C. glabrata, em um paciente, C. krusei e por fim, um 

com C. tropicalis (Tabela 5). As espécies identificadas pela qPCR foram as mesmas 

isoladas em hemoculturas de sangue de cateter, dias antes das coletas para o estudo, 

exceto o paciente P66 no qual a qPCR detectou C. krusei enquanto a hemocultura de 

sangue de cateter detectou C. parapsilosis. Entretanto, outros 26 pacientes deste grupo 

apresentaram resultados positivos em sangue de cateter, mas nas amostras extraídas do 

sangue periférico não foram detectados sinais nos ensaios de qPCR. Uma das explicações 

para os resultados negativos seria que a presença de Candida no cateter indicaria apenas 

infecção localizada (colonização), sem a existência de candidemia, ou ainda invasão da 

corrente sanguínea com baixa carga fúngica, não sendo detectada tanto pela cultura como 

pelo ensaio molecular (DesJardin et al. 1999). 

Tal explicação deve ser considerada particularmente nos casos de positividade de 

sangue de cateter por C. parapsilosis. Deste grupo de pacientes prováveis, 14 tiveram 

isolamento de C. parapsilosis e estavam internados na UTI do ICESP, onde ocorreu, um 

surto de infecções por esta espécie (Thomaz et al., 2021). Diversos estudos têm 

demonstrado a capacidade desta espécie de formar biofilmes e aderir aos dispositivos 

médicos, como o cateter. Candida parapsilosis é, em geral, alta formadora de biofilme e 

demonstra elevada capacidade de aderir à superfície, se comparada às demais espécies. 

Entretanto, a formação de biofilme pelas espécies de Candida e sua associação com a 

ocorrência de candidemia relacionada ao cateter, tem sido pouco estudada. De todo modo, 

é possível inferir que as leveduras do biofilme por estarem bem aderidas, destacam-se 

pouco da matriz e mais dificilmente invadem a corrente sanguínea (Shin et al. 2002; Silva- 

Dias et al. 2015). 

Apesar de ser um grupo com poucos representantes (14), para os pacientes 

possíveis de desenvolver candidemia, os ensaios de qPCR foram todos negativos. Este 

resultado demonstra boa especificidade do método e possível elevado valor preditivo 

negativo, concordando com resultados observados por outros autores (Lau et al. 2008; 

Nguyen et al. 2012). Isto sugere que o ensaio molecular seja útil em excluir, mais do que 
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estabelecer, um diagnóstico de infecção de corrente sanguínea (Arvanitis et al. 2014; Kidd 

et al. 2019). 

 

5.6. Dosagem de BDG 

O cálculo das concentrações de BDG foi realizado com auxílio do programa 

Gen 5, versão 2.06, conforme exemplo descrito na Figura 12. 
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Figura 12. Resultados das dosagens de BDG nas amostras de soro. A = Curva padrão, com valor de R= 

0.999; B = Valores das dosagens dos padrões (31,25 a 500 pg/mL); C = Valores das amostras de soro (em 

duplicata). 
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  *  

A Figura 13 mostra a comparação entre os resultados das dosagens séricas de 

BDG nos três grupos de pacientes. As medianas dos valores de BDG foram 478,1 pg/ml 

nos pacientes com candidemia comprovada; 127,1 pg/ml no grupo provável e 37,6 pg/ml 

no grupo possível. Houve diferença estatística significativa nas concentrações séricas de 

BDG quando os pacientes com candidemia comprovada foram comparados aos outros 

dois grupos (p=0,003). Entre o grupo de prováveis e de possíveis não houve diferença 

com significância estatística. 
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Figura 13. Distribuição das concentrações séricas de BDG nos grupos de pacientes com 

candidemia comprovada, prováveis e possíveis. * Diferença estatística significativa entre os 

grupos (p<0,05) (Dunn’s multiple comparison test) 

 

 

Os níveis séricos de BDG foram indetectáveis em 1 (5%) caso de candidemia 

comprovada, no qual foi detectado C. parapsilosis pela qPCR. De todo modo, a 

sensibilidade do ensaio de BDG (95%) neste grupo de pacientes, empregando o valor de 

corte (cutoff) sugerido pelo fabricante do Fungitell Assay (positividade ≥ 80 pg/ml), foi 

relativamente superior a outros resultados publicados anteriormente, que de acordo com 

artigo de revisão de Pfaller e col., a sensibilidade ficou em torno de 75% (Pfaller and 

Castanheira 2016). Outros autores também obtiveram resultados falso-negativos em 

pacientes com hemoculturas positivas para diferentes espécies de Candida (Nguyen et al. 

2012; Abe et al. 2014; Liu et al. 2015). Nos casos de candidemia por C. parapsilosis, tem 

sido relatado que esta espécie possui quantidades menores de 1,3-β-D-glucana na parede 

celular, como sugerido por sua menor suscetibilidade às equinocandinas (antifúngicos 
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direcionados à síntese deste polissacáride), podendo levar a resultados falso negativos na 

dosagem de BDG (Liu et al. 2015; Mikulska et al. 2016). 

A BDG foi detectável em amostras de soro de 26 pacientes do grupo de prováveis 

(59%), com níveis séricos variando de 85 a ≥500 pg/ml (Tabela 5). Neste grupo, para os 

seis casos em que a qPCR foi positiva, a mediana de BDG foi de 457,0 pg/ml, muito 

semelhante à mediana do grupo com candidemia comprovada (478,1pg/ml). Os 

resultados da BDG reforçam a possibilidade desses seis casos em que a qPCR apresentou 

resultados positivos, serem de infecção hematogênica, não detectada pelas culturas. 

Em 19 pacientes do grupo somente a BDG foi positiva, sendo 16 com resultados 

positivos em cateter e/ou sangue de cateter; seis pacientes com culturas positivas em 

sonda vesical de demora, e dois pacientes que apresentaram culturas de sangue periférico 

positivas quatro dias antes da coleta para o estudo (com hemoculturas negativas na data 

da coleta simultânea), entre outros fatores que provavelmente influenciaram os níveis de 

BDG no soro. Fatores como colonização prévia por espécies de Candida em outros sítios 

do organismo, podem elevar o nível sérico de BDG, mas são considerados resultados 

falso-positivos (Posteraro et al. 2011). Estes também são atribuídos a diversos fatores, 

tais como pacientes submetidos à hemodiálise, presença de infecção bacteriana 

(Pseudomonas aeruginosa), pacientes em uso de β-lactâmicos, pacientes que recebem 

albumina ou imunoglobulinas, uso de gaze cirúrgica, entre outros (Mennink-Kersten, 

Ruegebrink, and Verweij 2008; Shabaan et al. 2018). Em um estudo multicêntrico, Nucci 

e col., observaram positividade da BDG em 57 pacientes com hemoculturas negativas. 

Dentre eles, 11 pacientes apresentavam bacteremia, 49 estavam em uso de β-lactâmicos, 

sete recebendo infusão de albumina e 13 haviam passado por cirurgias (Nucci et al. 2016). 

No presente estudo, 97,2% dos pacientes recebiam antibioticoterapia no momento da 

suspeição de infecção por Candida, mas não conseguimos a informação precisa sobre 

quais antibióticos estavam sendo administrados. No grupo de 14 pacientes possíveis, os 

níveis de BDG foram positivos em um caso (7,1%). 

O ensaio de BDG apresenta valor preditivo positivo mais consistente quando dois 

ou mais resultados consecutivos são considerados (Nguyen et al. 2012; Colombo et al. 

2013). Entretanto, para este estudo não foi possível aplicar o teste em mais de uma 

amostra de soro dos pacientes, devido à limitação financeira. 

Por outro lado, o ensaio tem demonstrado, em geral, que seu elevado valor 

preditivo negativo é útil para indicar a suspensão do tratamento antifúngico em casos de 

terapia pré-emptiva (León et al. 2009; Liu et al. 2015). 
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O aumento na incidência de infecções invasivas por Candida, e a emergência de 

espécies não-C. albicans, com suscetibilidade reduzida ou resistência intrínseca aos azóis, 

revelam a necessidade de desenvolver novas ferramentas de diagnóstico que possam 

ajudar a identificar, com maior rapidez, pacientes com infecção invasiva por Candida, 

permitindo a introdução precoce de terapêutica adequada (Delaloye and Calandra 2014). 

O presente estudo avaliou o desempenho analítico e a acurácia diagnóstica do 

ensaio de PCR em tempo real, bem como de um marcador sorológico (BDG) em pacientes 

com suspeita de infecção de corrente sanguínea por Candida, diante dos resultados das 

hemoculturas, ainda consideradas padrão-ouro para o diagnóstico de infecções de 

corrente sanguínea. Avaliou ainda a acurácia da técnica de MALDI-TOF para a 

identificação das espécies de Candida. Em relação a esta última, foi demonstrado que a 

identificação das leveduras diretamente dos balões de hemocultura foi praticamente 100% 

concordante com os resultados das identificações obtidas pelas culturas, e obtida em 2-3 

horas após a sinalização de positividade dos balões. Deste modo, podemos concluir que 

a técnica é rápida e fornece resultados com acurácia, além de apresentar custo inferior às 

demais técnicas de identificação fenotípica automatizadas. Laboratórios de rotina 

diagnóstica com capacidade para adquirir o equipamento de espectrometria de massa 

podem substituir a metodologia clássica de identificação do patógeno, beneficiando os 

pacientes que poderão receber terapêutica mais precocemente. 

Os resultados mostraram bom desempenho dos ensaios de qPCR e BDG na 

detecção do patógeno nos casos de candidemia comprovada. Entretanto para os pacientes 

do grupo de prováveis, os resultados de ambos os testes denotam dificuldades na 

interpretação. 

O ensaio de BDG mostrou resultados positivos em vários pacientes deste grupo 

(prováveis), podendo ser interpretados como inespecíficos, devido a diversos fatores que 

podem interferir na detecção. Por outro lado, esses resultados podem indicar pacientes 

com a infecção de corrente sanguínea por Candida, apesar das hemoculturas negativas, 

que apresentam sensibilidade limitada (Pappas et al. 2016). De todo modo, a baixa 

especificidade do ensaio de BDG, que vem sendo relatada na literatura, dificulta a adoção 

do teste em laboratórios de rotina diagnóstica, além do elevado custo, questão relevante 

para hospitais da rede pública de saúde. 

Também contribui para uma melhor interpretação dos resultados obtidos pelos 

dois ensaios (qPCR e BDG), a dificuldade em definir esses pacientes como prováveis de 

desenvolver a infecção. É tarefa difícil classificar os participantes do estudo  nesta 
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categoria, quando a definição é comumente baseada na decisão clínica de introduzir 

terapêutica antifúngica, muitas vezes indicada de modo empírico, devido às condições 

clínicas críticas dos pacientes (McMullan et al. 2008). 

A detecção de Candida diretamente em amostras clínicas por técnicas moleculares 

tem sido um desafio, como demonstram os vários relatos da literatura. Nossos resultados 

mostraram que o desempenho da técnica de qPCR proposta foi superior ao de outros 

estudos, apresentando sensibilidade de 100% em pacientes com candidemia comprovada; 

entretanto, poucas amostras de pacientes com risco de desenvolver infecção de corrente 

sanguínea (prováveis) mostraram resultados positivos. A baixa carga fúngica circulante 

na corrente sanguínea e dificuldades no processo de extração do DNA podem 

comprometer os níveis de sensibilidade dos ensaios de PCR (Neely et al., 2013). Para 

melhorar o desempenho da técnica, acreditamos que a etapa de extração seja o maior 

desafio. A proposta de um estudo colaborativo, como o que foi conduzido pelo Working 

Group European Aspergillus PCR Initiative para a padronização do diagnóstico 

molecular da aspergilose, poderia contribuir para a resolução dessas dificuldades técnicas, 

permitindo sua padronização. 

São diversos os estudos relatados na literatura empregando diferentes plataformas 

de PCR para o diagnóstico precoce de candidemia. Mas até onde vai nosso conhecimento, 

este é o primeiro realizado no Brasil, empregando os ensaios de PCR em tempo real e 

detecção de BDG, em amostras de pacientes adultos em condições clínicas críticas. Por 

outro lado, este estudo apresenta algumas limitações. Projetos de pesquisa que envolvem 

pacientes em condições clínicas adversas, equipes médicas e de enfermagem de UTIs de 

diferentes hospitais, enfrentam diversos obstáculos e imprevistos, que dificultam seu 

desenvolvimento. Além dessas dificuldades, o surgimento da pandemia de COVID19 

durante o desenvolvimento da pesquisa, impediu a continuidade das coletas dos pacientes 

internados nas UTIs, pela gravidade da situação. Neste contexto, não foi possível atingir 

o número de pacientes que havíamos planejado incluir no estudo, o que permitiria análises 

estatísticas dos resultados. De todo modo, acreditamos que, mesmo reduzida em relação 

à proposta inicial, a casuística apresentada foi significativa, permitindo análises que 

resultarão em informações consistentes em relação ao diagnóstico laboratorial das 

candidíases. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
O aumento na incidência de infecções invasivas por Candida, e a emergência de 

espécies não-C. albicans, com suscetibilidade reduzida ou resistência intrínseca aos azóis, 

revelam a necessidade de desenvolver novas ferramentas de diagnóstico que possam 

ajudar a identificar, com maior rapidez, pacientes com infecção invasiva por Candida, 

permitindo a introdução precoce de terapêutica adequada (Delaloye and Calandra 2014). 

O presente estudo avaliou o desempenho analítico e a acurácia diagnóstica do 

ensaio de PCR em tempo real, bem como de um marcador sorológico (BDG) em pacientes 

com suspeita de infecção de corrente sanguínea por Candida. Avaliou ainda a acurácia 

da técnica de MALDI-TOF para a identificação das espécies de Candida diretamente dos 

balões de hemoculturas positivos. Em relação a esta última, foi demonstrado que a 

identificação das leveduras diretamente dos balões de hemocultura foi de 90% 

concordante com os resultados das identificações obtidas pelas culturas (com apenas dois 

resultados indeterminados), e obtida em 2-3 horas após a sinalização de positividade dos 

balões. Deste modo, podemos concluir que a técnica é rápida e fornece resultados com 

acurácia, além de apresentar custo inferior às demais técnicas de identificação fenotípica 

automatizadas. Laboratórios de rotina diagnóstica com capacidade para adquirir o 

equipamento de espectrometria de massa podem substituir a metodologia clássica de 

identificação do patógeno, beneficiando os pacientes que poderão receber terapêutica 

mais precocemente. 

Os resultados mostraram boa performance dos ensaios de qPCR e BDG na 

detecção do patógeno nos casos de candidemia comprovada, com sensibilidade de 100% 

e 90%, respectivamente. Entretanto para os pacientes do grupo de prováveis, os resultados 

de ambos os testes denotam dificuldades na interpretação. 

O ensaio de BDG mostrou resultados positivos em alguns pacientes deste grupo 

(prováveis), podendo ser interpretados como inespecíficos, devido a diversos fatores que 

podem interferir na detecção. Por outro lado, esses resultados podem indicar pacientes 

com a infecção de corrente sanguínea por Candida, apesar das hemoculturas negativas, 

que apresentam sensibilidade limitada (Pappas et al. 2016). De todo modo, a baixa 

especificidade do ensaio de BDG, que vem sendo relatada na literatura, dificulta a adoção 

do teste em laboratórios de rotina diagnóstica, além do elevado custo, questão relevante 

para hospitais da rede pública de saúde. 
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Também contribui para uma melhor interpretação dos resultados obtidos pelos 

dois ensaios (qPCR e BDG), a dificuldade em definir esses pacientes como prováveis de 

desenvolver a infecção. É tarefa difícil classificar os participantes do estudo nesta 

categoria, quando a definição é comumente baseada na decisão clínica de introduzir 

terapêutica antifúngica, muitas vezes indicada de modo empírico, devido às condições 

clínicas críticas dos pacientes (McMullan et al. 2008). 

A detecção de Candida diretamente em amostras clínicas por técnicas moleculares 

tem sido um desafio, como demonstram os vários relatos da literatura. Nossos resultados 

mostraram que a performance da qPCR proposta foi superior à de outros estudos, 

apresentando sensibilidade de 100% em pacientes com candidemia comprovada; 

entretanto, poucas amostras de pacientes com risco de desenvolver infecção de corrente 

sanguínea (prováveis) mostraram resultados positivos. A baixa carga fúngica circulante 

na corrente sanguínea e dificuldades no processo de extração do DNA podem 

comprometer os níveis de sensibilidade dos ensaios de PCR (Neely et al. 2013). Para 

melhorar a performance da técnica, acreditamos que a etapa de extração seja o maior 

desafio. A proposta de um estudo colaborativo, como o que foi conduzido pelo Working 

Group European Aspergillus PCR Initiative para a padronização do diagnóstico 

molecular da aspergilose, poderia contribuir para a resolução dessas dificuldades técnicas, 

permitindo sua padronização. 

Há diversos estudos relatados na literatura empregando diferentes plataformas de 

PCR para o diagnóstico precoce de candidemia. Mas até onde vai nosso conhecimento, 

este é o primeiro realizado no Brasil, empregando os ensaios de PCR em tempo real e 

detecção de BDG, em amostras de pacientes adultos em condições clínicas críticas. 

Projetos de pesquisa que envolvem pacientes em condições clínicas adversas, equipes 

médicas e de enfermagem de UTIs de diferentes hospitais, enfrentam diversos obstáculos 

e imprevistos, que dificultam seu desenvolvimento. Além dessas dificuldades, o 

surgimento da pandemia de COVID19 durante o desenvolvimento da pesquisa, fomos 

impedidos de continuar as coletas dos pacientes internados nas UCIs, pela gravidade da 

situação. Neste contexto, não foi possível atingir o número de pacientes que havíamos 

planejado incluir no estudo, o que permitiria análises estatísticas dos resultados mais 

consistentes. De todo modo, acreditamos que, mesmo reduzida, a casuística apresentada 

foi significativa, permitindo análises que resultarão em informações consistentes em 

relação ao diagnóstico laboratorial das candidemias. 
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