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RESUMO 

 

Infecções fúngicas hematológicas em neonatos ocorrem comumente associadas a 

diversos fatores. Dentre estas infecções destaca-se candidemia, a qual tem se tornado 

cada vez mais frequente. Os fatores relacionados incluem prematuridade e uso de 

dispositivos terapêuticos invasivos, determinando altos indíces de morbi-mortalidade. 

Neste contexto, medidas preventivas às infecções fúngicas e instituição do tratamento 

adequado podem melhorar o cenário atual. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi 

diagnosticar infecções fúngicas em neonatos, definir o perfil epidemiológico e 

caracterizar os agentes etiológicos quanto a virulência e susceptibilidade antifúngica. 

Assim, amostras de sangue foram coletadas e processadas para exame direto e cultura. 

A virulência das leveduras foi avaliada através da capacidade de adesão dos agentes às 

células HeLA e produção de biofilme. Os testes de susceptibilidade antifúngica foram 

procedidos de acordo com o Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI) 

utilizando anfotericina B, voriconazol, fluconazol e as equinocandinas. Também foram 

incluídas nos testes cepas controle (ATCC) de Candida tropicalis e C. parapsilosis. No 

diagnóstico, foram verificadas estruturas fúngicas em parasitismo compatíveis com 

leveduras, sendo isoladas C. parapsilosis, C. albicans, C. haemulonii, C. guilliermondii, 

C. famata e C. glabrata. A espécie mais isolada foi C. parapsilosis superando a 

ocorrência de C. albicans. Os dados epidemiológicos indicam como fatores associados 

aos casos de candidemia a prematuridade, baixo peso ao nascer, uso de dispositivos 

médico-invasivos e maior acometimento do sexo masculino. Com relação à virulência, 

isolados de C. albicans e C. glabrata foram os que apresentam maior capacidade de 

adesão às células HeLa e cepas de C. albicans e C. parapsilosis produziram biofilmes 

fortes. Também foi possível detectar raros casos de resistência aos antifúngicos 

testados. Os resultados obtidos ressaltam a importância do acompanhamento micológico 

em neonatos para minimizar o índice de morbi-mortalidades por infecções fúngicas, 

particularmente, candidemia.   

  

 

 

Palavras-chave: Candidemia, Neonatos, Epidemiologia, Candida sp., Virulência, 

Susceptibilidade antifúngica. 
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ABSTRACT 

 

Hematologic fungal infections in newborns occur commonly associated with many 

factors. Among these infections stands out candidemia, which has become increasingly 

common. Related factors including prematurity and use of invasive therapeutic devices, 

determining high levels of morbidity and mortality. In this context, preventive measures 

to fungal infections and institution of appropriate treatment can improve the current 

situation. Thus, the objective of this study was to diagnose fungal infections in 

neonates, set the epidemiological profile and characterize the etiologic agents in 

virulence and antifungal susceptibility. Blood samples were collected and processed for 

direct examination and culture. The virulence of yeast was assessed by the ability of 

agents adhere to HeLa cells and biofilm production. The antifungal susceptibility testing 

was proceeded according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

using amphotericin B, voriconazole, fluconazole and echinocandins. Also were included 

in the test control strains (ATCC) of Candida tropicalis and C. parapsilosis. At 

diagnosis, fungal structures were observed in parasitism compatible with yeast, being 

isolated C. parapsilosis, C. albicans, C. haemulonii, C. guilliermondii, C. famata and C. 

glabrata. The most frequent species was C. parapsilosis surpassing the occurrence of C. 

albicans. Epidemiological data indicate some factors associated with cases of 

candidemia as prematurity, low birth weight, use of invasive medical devices and 

greater prevalence of males. Regarding the virulence isolates of C. albicans and C. 

glabrata were those with greater ability to adhere to HeLa cells and strains of C. 

albicans and C. parapsilosis produced strong biofilms. It was possible to detect rare 

cases of antifungal resistance. The results highlight the importance of mycological 

monitoring in neonates to minimize the morbidity and mortality rate due to fungal 

infections, particularly candidemia. 

 

 

 

 

 

Key-words: Candidemia, Neonates, Epidemiology, Candida sp., Virulence, antifungal 

susceptibility. 
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1 INTRODUÇÃO 

A incidência de infecções fúngicas invasivas em neonatos, anteriormente 

consideradas raras, tem se tornado crescente nas últimas décadas, sobretudo, devido ao 

aumento do número de crianças com imunossupressão tanto primária quanto secundária. 

Diversos fatores são responsáveis pelo aumento destas enfermidades, tais como, maior 

sobrevivência de neonatos prematuros, quimioterapia abrasiva utilizada em terapia 

anticâncer e aumento do número de transplante de órgãos e medula óssea (Arendrup, 2009).  

O tempo de permanência hospitalar prolongado, sobretudo em Unidade de Terapia 

Intensiva (UTI), prematuridade e baixo peso ao nascer, bem como uso de antibioticoterapia 

de largo espectro e de dispositivos terapêuticos invasivos, favorecem a ocorrência de 

infecções fúngicas nosocomiais graves em recém-nascidos (Spiliopoulou et al., 2012).  

Espécies de Candida são os principais agentes etiológicos das infecções fúngicas 

invasivas em UTIs Neonatais (UTIN), destacando-se Candida albicans. Contudo, em 

prematuros, C. parapsilosis tem sido a espécie de Candida não-albicans mais frequente, 

com incidência comparada a C. albicans (Hammoud et al., 2013). Isolados de C. 

parapsilosis foram reclassificados em três espécies distintas, morfologicamente 

indistinguíveis, com base na heterogeneidade genética, na qual esta espécie foi então 

denominada C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (Tavanti et 

al., 2005). 

A maioria dos fatores associados ao aumento do risco às infecções fúngicas 

invasivas está relacionada com as características epidemiológicas, incluindo, aspectos 

clínicos, dados demográficos, prematuridade, estado imunológico entre outras 

condições (Bermagasco et al., 2012; Diekema et al., 2012). 

Contudo, a ocorrência destas infecções possui outros fatores importantes 

relacionados, dentre eles a capacidade dos fungos em aderir, infectar e causar a doença 

que é definido como potencial de virulência, sendo o evento inicial na patogênese destas 

infecções a adesão às células do tecido hospedeiro, bem como a capacidade de formar 

biofilmes ou agregados multicelulares (Weinberg, 2008).   

Alguns micro-organismos não invasivos permanecem aderidos à superfície 

hospedeira, enquanto outros, como as leveduras do gênero Candida utilizam essa 

adesão como primeira etapa para a invasão tecidual (Weinberg, 2008).   

Além da capacidade de adesão às células epiteliais, a capacidade de formar 

biofilmes, agregados unicelulares gerando estruturas multicelulares que se aderem a 
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superfícies, está associada com alto nível de resistência aos antifúngicos e às defesas do 

hospedeiro. Infecções causadas por Candida estão, em grande parte, relacionadas com a 

formação de biofilme na superfície de dispositivos médico-terapêuticos, tais como sondas 

e cateteres venosos (Hasan et al, 2009). 

O conhecimento dos fatores epidemiológicos e de virulência dos agentes 

etiológicos aliados à realização de testes de susceptibilidade antifúngica in vitro pode 

auxiliar na conduta terapêutica a ser instituída, uma vez que permitem a documentação 

do perfil de sensibilidade às drogas, o conhecimento da ocorrência de resistência 

fúngica e a concentração ideal a ser administrada para inibir e/ ou matar o agente causal 

da infecção fúngica (Colombo; Guimarães, 2007). 

O impacto de uma micose invasiva em um neonato pode ser devastador. Desta 

forma, a prática de um diagnóstico micológico precoce e preciso aliado à investigação 

de dados epidemiológicos e de características patogênicas que influenciam na aquisição 

de fungemia facilitam na escolha de um tratamento específico, bem como o 

planejamento de estratégias de redução do número de casos de infecções em neonatos. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

Diagnosticar infecções fúngicas em neonatos, definir o perfil epidemiológico e 

de virulência dos agentes através da capacidade de adesão a células HeLa e produção de 

biofilme, além de definir o perfil de susceptibilidade aos antifúngicos. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 Detectar estruturas fúngicas em amostras clínicas de sangue de neonatos 

internados em unidades hospitalares; 

 Isolar e identificar os agentes etiológicos das infecções fúngicas 

hematogênicas, determinando as espécies fúngicas de maior ocorrência; 

 Relacionar dados epidemiológicos referentes às infecções fúngicas 

hematogênicas; 

 Verificar a capacidade de aderência às células HeLa dos isolados de fungos 

provenientes das amostras de sangue de neonatos internados; 

 Detectar a capacidade de formação de biofilmes das culturas de fungos 

isoladas das amostras de sangue; 

 Avaliar atividade antifúngica in vitro e correlacionar a concentração 

inibitória e fungicida dos fármacos comercialmente disponíveis. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 INFECÇÕES FÚNGICAS INVASIVAS EM UNIDADE DE TERAPIA 

INTENSIVA NEONATAL 

 

As infecções nosocomiais são responsáveis por morbidade e mortalidade 

expressivas no período neonatal, sendo a Unidade de Terapia Intensiva Neonatal 

(UTIN) considerada área crítica, devido às condições clínicas graves dos pacientes, bem 

como os procedimentos invasivos necessários no tratamento e frequentes comorbidades 

como as infecções por micro-organismos. Dentre as infecções mais frequentes tem sido 

evidenciada uma preocupação especial com as de etiologia fúngica que muitas vezes 

determina uma piora clínica no estado geral do paciente, sobretudo quando o fungo se 

encontra presente na circulação sanguínea (Colombo et al., 2006).  

A presença do fungo na corrente sanguínea determina fungemia e ainda pode 

progredir para quadros septicêmicos. A septicemia é uma infecção severa comum em 

UTIN. Até mesmo nos casos não fatais, onde ocorre resposta terapêutica, podem ser 

constatadas sequelas irreversíveis (Healy et al., 2008). 

A septicemia neonatal classifica-se em sepse precoce, aquela que ocorre nas 

primeiras 48 a 72 horas de vida e sepse tardia, que ocorre após as primeiras 48 a 72 

horas de vida (Silveira e Procianoy, 2011). A sepse fúngica ocorre especialmente nos 

neonatos de muito baixo peso (até 1,5 kg ao nascer), sendo usualmente uma condição 

grave relacionada a uma elevada morbi-mortalidade. Os sinais clínicos são variados e 

usualmente, podem ser confundidos com os observados em infecções causadas por 

bactérias (Pedroso; Krebs, 2008).  

Em crianças prematuras, a sensibilidade das hemoculturas é bastante baixa. Um 

dos fatores que pode estar envolvido com essa reduzida sensibilidade é o volume de 

sangue coletado, uma vez que a chance de detectar o micro-organismo em apenas 1 mL 

de sangue é bastante reduzida. Contudo, hemoculturas com ausência de crescimento 

fúngico não descarta o diagnóstico de infecção (Borges et al., 2009). 

O padrão ouro para o diagnóstico de micoses sistêmicas causadas por fungos 

oportunistas é a detecção do fungo na cultura de sangue, líquor ou outro material 

biológico de sítio estéril associado aos sinais clínicos de infecção. Em geral esse quadro 

clínico é diagnosticado por volta da terceira semana de vida. A capacidade de 
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diagnosticar essas infecções é limitada e os resultados das culturas geralmente são 

conclusivos após uma semana ou até mais tempo (Couto et al., 2011).  

Espécies de Candida são um dos principais e mais prevalentes agentes 

etiológicos de sepse em recém-nascidos (RNs), sendo a candidemia reconhecida como 

grave problema de saúde pública nas regiões subdesenvolvidas, mas também é 

preocupante nos países desenvolvidos. A gravidade da doença, associada a condições 

debilitantes, leva a um aumento do tempo de internação hospitalar, acarretando elevação 

nos custos socioeconômicos. Adicionalmente, outro fator relevante é que as 

complicações clínicas decorrentes da candidemia são graves, refletindo em altas taxas 

de morbimortalidade (Giolo e Svidzinski, 2010; Lucignano et al., 2011).  

 

2.1.1 Candidemia 

 

A candidemia é caracterizada por espécies do gênero Candida na corrente 

sanguínea. Este gênero é composto por espécies ubíquas que podem integrar a 

microbiota normal da mucosa oral, pele, trato genito-urinário e tubo digestório. Apesar 

de apenas uma pequena percentagem dos isolados causarem doenças em seres humanos, 

são responsáveis por um grande espectro de manifestações clínicas que vão desde 

infecções superficiais a invasivas, como a candidemia. A infecção pode ocorrer por via 

endógena, a partir da colonização do trato gastro-intestinal ou mucocutânea, ou por via 

exógena, através das mãos de trabalhadores de saúde, infusões contaminadas e fômites 

(Pfaller e Diekema, 2007; Tragiannidis et al., 2013). 

Em pacientes graves, sobretudo prematuros, o diagnóstico de candidíase invasiva é 

um desafio, pois os sinais e sintomas são variáveis e inespecíficos. Os principais 

indícios de fungemia seriam febre e leucocitose, porém 20% dos pacientes não 

desenvolvem hipertermia e apenas 50% apresentam leucocitose. O diagnóstico de 

candidíase sistêmica vai exigir do neonatologista um elevado grau de suspeita clínica. 

Alguns autores consideram que qualquer paciente que apresente deterioração clínica na 

vigência de antibioticoterapia de amplo espectro e sem causa aparente detectável deve 

estar sob suspeita de infecção fúngica, especialmente se fatores de risco estiverem 

presentes (Moreira, Lopes e Carvalho, 2004; Mikulska et al., 2010).  

Adicionalmente, os procedimentos diagnósticos existentes apresentam 

inconvenientes. As hemoculturas possuem baixa sensibilidade (30% -50%) e necessitam 

de um longo tempo de incubação. Além disso, podem ocorrer casos falso-negativos 
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quando há profilaxia com fluconazol (Mikulska et al., 2010; Nguyen et al., 2012). Além 

disso, a suscetibilidade a antifúngicos pode variar entre as diferentes espécies de 

Candida. Portanto, a sobrevivência de pacientes críticos com candidemia associa-se 

diretamente à precoce identificação da espécie envolvida no processo infeccioso. Assim, 

a utilização de metodologia rápida que resulte na precisa identificação da espécie e do 

perfil de sensibilidade é fundamental para o tratamento clínico (Mímica et al., 2009). 

A taxonomia de leveduras é baseada em várias provas que avaliam as características 

morfológicas e bioquímicas desses micro-organismos. Essas provas fazem parte dos 

métodos fenotípicos tradicionais para a identificação de leveduras usadas em 

laboratórios do mundo todo, considerados métodos clássicos e padrão ouro para essa 

finalidade (Giolo; Svidzinsk, 2010). 

Ademais novos métodos automatizados, imunológicos e moleculares têm sido 

desenvolvidos visando obter um diagnóstico seguro de forma mais rápida e precisa, 

consequentemente melhor prognóstico (Giolo; Svidzinsk, 2010).  

A incidência de infecções hematogênicas por espécies de Candida em RNs 

aumentou significantemente nas últimas décadas, sendo este o terceiro micro-organismo 

mais isolado de hemoculturas em casos de sepse neonatal tardia (Hammoud et al., 

2013), sendo também considerado como a segunda maior causa de morte relatada por 

sepse em UTIN (Panackal, 2013).  

Stoll e colaboradores, em 2002, destacaram o aumento da prevalência de fungos 

como causa de septicemia de origem hospitalar em UTIN, estando Candida spp. 

envolvida em 12% dos casos. Em um estudo realizado seis anos antes, os mesmos 

autores destacam uma incidência de 9% (Stoll et al., 1996).  Segundo Benjamin et al. 

(2003) a mortalidade atribuída a candidemia em neonatos é elevada, variando entre 25 a 

54% , podendo chegar até 70% em prematuros de muito baixo peso.  

Agarwal et al. (2004) em pesquisa prospectiva, entre 2002 e 2003, avaliaram a 

ocorrência de candidemia em neonatos hospitalizados em UTI de um hospital indiano, e 

verificaram uma alta taxa de mortalidade, onde 50,2% das crianças infectadas foram a 

óbito. 

França (2006) afirma que dentre as infecções fúngicas hospitalares, 78,3% dos 

agentes etiológicos correspondem ao gênero Candida, predominando C. albicans. A 

apresentação clínica é inespecífica, sendo o estado febril o dado clínico mais comum em 

quadros de fungemia, estando a mortalidade por esse tipo de infecção estimada entre 

40% e 60%.  
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A ocorrência de infecções por espécies de Candida em berçários e UTINs segundo 

Baradkar et al. (2008) tem se tornado crescente, correspondendo de 9 a 13% das 

infecções hematogênicas na Índia.  Pedroso e Krebs (2008) em um período de dez anos 

de pesquisa em uma UTIN brasileira observaram a ocorrência de candidemia em 26,7% 

dos recém-nascidos com menos de 1.500g. 

No Canadá, em um estudo prospectivo realizado em 13 UTINs, foi detectada uma 

taxa de mortalidade atribuída a candidemia equivalente a 30% dos casos (Robison et al., 

2009). Blyth et al (2009), afirmam que as fungemias por espécies de Candida 

frequentemente complicam o curso clínico de RNs prematuros, principalmente os que 

possuem alguma doença de base. 

Benjamim et al. (2010) destacam que as candidíases hematogênicas aumentam o 

risco de morte em RNs. Em estudo desenvolvido por estes autores foi constatado que 47 

crianças das 137 (34%) que apresentavam candidemia foram a óbito, enquanto entre os 

neonatos que não possuíam candidíase invasiva 197 de 1378 (14%) faleceram.  

Celebi e colaboradores (2012) destacam candidemia como a segunda maior causa de 

morte relacionada à doença infecciosa em RN prematuros, correspondendo a 10% de 

todos os casos de sepse e sendo a maior causa de infecção tardia em neonatos 

prematuros com incidência variável e taxa de mortalidade elevada. Atualmente outros 

autores sustentam a afirmação de que a mortalidade decorrente da candidemia em RNs 

prematuros é elevada, variando de 20 a 50% (Cahan et al., 2011.; Greenberg et al., 

2012;  Ben Abdeljelil et al., 2012) . 

Associado aos danos advindos da candidemia, a dificuldade de um diagnóstico 

precoce e o alto custo dos medicamentos mais recentes, agravam ainda mais o quadro 

clínico do paciente, sobretudo quando associado a alguns fatores de risco (Bicanic e 

Harrison, 2014). 

 

2.1.1.1 Fatores de risco 

 

O recém-nascido crítico é colonizado muito cedo por Candida, cerca de 10% destes 

se tornam colonizados na primeira semana de vida, e mais de 64% estão colonizados 

após quatro semanas de hospitalização. A ocorrência desta colonização tem sido 

mostrada em alguns estudos como um fator de risco independente para candidemia 

(Borges et al, 2009).  
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A predisposição para candidemia em UTIN inclue: baixo peso ao nascer, 

prematuridade, sistema imunológico deficitário, uso de cateter venoso central e arterial, 

cateter umbilical, nutrição parenteral total (NPT), uso de antibióticos de amplo espectro, 

administração de terapia imunossupressora, aplicação de emulsão lipídica intravenosa, 

queimaduras extensas, entubação endotraqueal, sonda nasogástrica em procedimentos 

cirúrgicos e hospitalização prolongada (Fernandez et al., 2007; Gondim et al., 2009; 

Baradkar et al., 2009; Becerra et al., 2010). Também são relatados o contato direto entre 

pacientes, presença de micro-organismos patogênicos nas mãos de profissionais de 

saúde, assepsia indevida de instrumentos cirúrgicos e materiais hospitalares além do uso 

de ventilação mecânica por período superior a sete dias (Ariff et al., 2011).  

Wu e Mu (2012) afirmam que todos os cateteres são fontes potenciais de infecções 

hospitalares, especialmente cateteres centrais por facilitarem a adesão do micro-

organismo mantendo-o em contato direto com a corrente sanguínea, sendo o gênero 

Candida o mais associado a estas infecções. 

 Manzoni e colaboradores (2012) ainda destacam que o alto número de pacientes na 

UTIN, baixa proporção enfermeiro/paciente e práticas precárias de higiene, bem como 

outros fatores de risco independentes, como o parto vaginal e ruptura da pele que 

intensificam o desenvolvimento de colonização por Candida. 

A candidíase invasiva pode ser de origem endógena ao ocorrer a partir de uma 

colonização da mucosa gastrintestinal, sendo a boca porta de entrada para infecções 

fúngicas oportunistas e a candidíase bucal uma possível fonte primária para a 

colonização da mucosa gastrintestinal e disseminação sistêmica da infecção fúngica 

através dos capilares mesentéricos. Nos casos de candidemia de origem exógena a 

transmissão perinatal de leveduras do gênero Candida pode ser vertical, quando a mãe 

transmite para o filho durante o nascimento, ou horizontal, a partir de contaminação do 

ambiente (Ben Abdeljelil et al., 2012). 

Pedroso e Krebs (2008) em um período de dez anos de pesquisa em uma UTIN 

brasileira observaram a ocorrência de candidíase sistêmica em 26,7% dos recém 

nascidos com menos de 1,5 kg e uma predominância no sexo masculino (65%). Em 

outro estudo realizado por Kuzuco e colaboradores (2008) na Turquia, a maioria dos 

pacientes pediátricos e neonatais que apresentavam sinais de candidemia tinham 

histórico de uso de antibióticos, 67% receberam ventilação mecânica, 33% nutrição 

parenteral (NPT) e 24% com cateter venoso central implantado. Ainda em 2008 um 

estudo brasileiro conduzido por Xavier e colaboradores em UTIN constatou que dentre 
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os neonatos acometidos por candidemia 68% tinham peso inferior a 1.500g, 92% eram 

prematuros, 100% faziam uso de cateter venoso central e 76% dos pacientes foram a 

óbito. 

Goel e colaboradores em uma pesquisa realizada em 2009 em UTIN indiana 

detectaram uma ocorrência de 8,1% de infecções sanguíneas por espécies Candida. 

Todos os neonatos eram considerados de muito baixo peso e receberam tratamento 

profilático com antibióticos. Outra associação relatada foi o uso de cateter venoso 

central em 71% dos pacientes acometidos. 

Em estudo conduzido por Al-Sweih e colaboradores (2009) em uma UTIN do 

Kuwait, uma variedade de fatores de risco associados com o desenvolvimento de 

infecção invasiva por Candida em prematuros foram identificados, além do baixo peso 

e idade gestacional, 87% das crianças fizeram uso de dois ou mais antibióticos de amplo 

espectro, além disso, 82% recebiam NPT, 78% faziam uso de cateter venoso central e 

54% tiveram colonização prévia por espécies de Candida, principalmente na traqueia e 

no reto.  

Pesquisas sobre vigilância epidemiológica em UTIN no Hospital de Uberlândia 

(Brasil), entre os anos de 2007 e 2008, evidenciaram que colonização e sepse por 

Candida spp. estavam relacionadas com idade gestacional entre 26 e 30 semanas, uso 

prévio de antibioticos e de cateter vascular central umbilical (Borges et al., 2009). 

Wang et al. (2011) realizaram um estudo retrospectivo em Hospital pediátrico dos 

Estados Unidos do período de 1990 a 2008, onde foram diagnosticados 103 casos de 

candidíase invasiva em recém-nascidos. Os autores destacaram como os mais 

importantes fatores de risco a doença cardíaca congênita, uso de NPT, e cirurgia 

abdominal. Sendo este o primeiro estudo a incluir a doença cardíaca congênita como 

importante fator predisponente para candidemia.  

Em uma pesquisa em UTIN grega, dentre os 40 casos de candidemia diagnosticados 

todos os pacientes apresentaram pelo menos um dos fatores de risco identificados, 

dentre eles, baixo peso ao nascer (85%), baixa idade gestacional (82.5%), uso prévio de 

esteroides e antibióticos (90%), uso de cateter venoso central (75%), intubação 

endotraqueal (80%), NPT (95%), bacteremia previa (100%), patologia gastrointestinal 

(12.5%), síndrome do desconforto respiratório (47.5%), anemia (25%), desordens do 

sistema nervoso central (10%), má-formação cardíaca (15%), má-formação do trato 

digestório (7.5%), bem como falência hepática e renal (7.5%) (Spiliopoulou et al., 

2012). 
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Tinoco-Araújo e colaboradores (2013), em estudo brasileiro, afirmam que a 

ocorrência de candidíase sistêmica em RNs tem uma direta correlação com o tempo 

prolongado de internação hospitalar, com o maior risco de infecção variando da segunda 

até a quarta semana de vida. Quanto mais prolongado o tempo de internação, maior o 

tempo de uso de cateter venoso central e de medicamentos, assim como é maior o tempo 

de exposição a fatores ambientais. No mesmo ano Soares e colaboradores (2013) 

avaliaram 36 casos de candidemia neonatal na região Norte do Brasil, dos quais 31 

ocorreram em UTIN e cinco em Unidade de Cuidados Intensivos (UCI), com 

coeficientes de incidência de 15,1 e 0,9 casos a cada mil admissões, respectivamente. 

Dentre os pacientes, 61,1% eram do sexo masculino, 80,6% prematuros e 58,3% 

nasceram com muito baixo peso. O intervalo de tempo entre a internação e o 

diagnóstico laboratorial de candidemia foi, em média, de 17 dias e o tempo médio de 

internação de 56 dias (desvio padrão = ±32). Aproximadamente metade dos casos 

evoluiu para óbito. 

Juyal et al. (2013) relatam um surto de candidemia em UTIN indiana, todos os 

neonatos afetados faziam uso de cateter venoso central e estavam em uso de antibióticos 

de amplo espectro e NPT, aproximadamente 67% eram prematuros de muito baixo 

peso, sendo estes fatores citados considerados os de maior risco para a ocorrência das 

infecções. 

Batista e colaboradores (2014) ainda destacam a previa colonização da mucosa oral 

como importante fator de risco para disseminação hematogênica. Estes autores 

avaliaram que em uma UTIN brasileira a maioria dos RNs com candidemia por C. 

albicans possuíam colonização oral, sendo verificada similaridade genética entre os 

isolados em 83,4% dos casos. No entanto, fungemia por C. parapsilosis não ocorreu 

associação com colonização previa o que indica que o provável foco da infecção 

ocorreu do meio externo, como por exemplo, pelas mãos dos profissionais de saúde. 

Para Giolo et al., (2010) a identificação das espécies envolvidas em casos de 

candidemia é de extrema relevância visto que, as diferenças fenotípicas e genotípicas de 

cada espécie geram diferentes padrões de infecção, virulência, ocorrência e 

susceptibilidade antifúngica  

 

2.1.1.2 Principais espécies de Candida  

De acordo com Mokaddas et al. (2000) a incidência de candidemia em pacientes 

neonatos é frequente, destacando-se as causadas por C. albicans. Apesar desta espécie 
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ser historicamente a mais isolada, infecções causadas por espécies de Candida não-

albicans tem sido comumente diagnosticadas, com destaque para C. parapsilosis, C. 

tropicalis e C. glabrata (Agarwal et al., 2004).  

Em um estudo coreano conduzido por Lee e colaboradores (2007) entre o período 

de 2001 a 2006 as espécies envolvidas em candidemia neonatal foram C. albicans 

(56%), complexo C. parapsilosis (23%) e C. glabrata (15%), sendo C. albicans isolada 

mais frequentemente daqueles submetidos a intervenção cirúrgica, C. parapsilosis a 

partir de recém-nascidos prematuros e C. glabrata das que apresentavam neutropenia. 

Vendettuoli e colaboradores em 2008 verificaram que C. albicans é a principal 

espécie capaz de causar infecção hospitalar em UTIN; entretanto, outras espécies de 

Candida não-albicans foram detectadas incluindo C. tropicalis, C. parapsilosis, C. 

krusei e C. glabrata. Porém em uma pesquisa multicêntrica realizada por Sastre e 

colaboradores (2009) na Espanha foi constatada que dentre os agentes etiológicos de 

candidemia neonatal a prevalência foi de C. parapsilosis (42%), seguida por C. albicans 

(38,5%), C. tropicalis (6,15%) e C. glabrata (4,6%).  

Apesar de uma prevalência mundial de C. albicans, alguns autores dão destaque a 

regiões como Brasil, Portugal e Espanha, onde muitas vezes a incidência de candidemia 

por C. parapsilosis se torna maior (Costa-de-Oliveira et al., 2008; Neu et al., 2009). 

Blyth et al. (2009) em um  estudo realizado na Austrália comparando neonatos, crianças 

e adultos destacaram C. albicans e C. parapsilosis como espécies mais freqüentemente 

isoladas de neonatos e crianças. C. parapsilosis foi significantemente mais comum em 

neonatos (42,4%) e em crianças (38,3%); os adultos corresponderam a 14,9% dos casos 

que ocorreram foram por esta espécie. 

Gondim e colaboradores (2009) avaliaram as taxas de sepse por C. albicans e 

Candida não-albicans na UTIN do Hospital de Clínicas de Uberlândia, durante janeiro 

de 2002 a dezembro de 2007. Foram detectados 19 casos com 47,4% por C. albicans, 

26,3% por C. krusei, 10,53% por C. parapsilosis, 5,3% por C. tropicalis e 10,5% por C. 

glabrata. 

Nos Estados Unidos Benjamin e colaboradores (2010) diagnosticaram 137 casos de 

candidemia em recém-nascidos, dentre os agentes etiológicos foram identificados C. 

albicans (87), C. parapsilosis (41), C. glabrata (5), C. lusitaniae (1), C. tropicalis (1), 

C. guilliermondii (1), não foram identificadas quatro culturas e foram constatados três 

casos de sepse simultânea por C. albicans e C. parapsilosis. 
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Cahan e Deville (2011) relataram a ocorrência de 63 casos de candidemia neonatal 

no período de 1998 a 2002 em um centro hospitalar americano e verificaram que C. 

albicans foi a espécie mais isolada correspondendo a 57% dos casos, seguida por C. 

parapsilosis (27%), C. tropicalis (5%), C. lusitaniae (3%) e C. glabrata (2%). Em outro 

estudo norte americano Wang e colaboradores (2011) também identificaram C. albicans 

como o agente mais frequente de candidemia neonatal (42%), seguida por C. 

parapsilosis (38%).  

Um estudo grego restrospectivo teve uma maior ocorrência em UTIN de infecção 

sistêmica por C. albicans, que correspondeu a 67,5% dos casos, seguida por C. 

parapsilosis (25%), C. tropicalis (5%) e C. glabrata (2,5%) (Spiliopoulou et al., 2012).  

Em estudo brasileiro em UTIN de Hospital da Bahia, constatou-se que dentre os 73 

agentes etiológicos de candidemia isolados e identificados houve predominância de C. 

parapsilosis (38%), seguida por C. albicans (33%), C. tropicalis (27,5%) e C. 

guilliermondii (1,5%) (Arraes, 2012). Hammoud et al. (2013) destacam que o número 

de casos de candidemia persistente em UTIN do Kuwait ocasionada por C. parapsilosis 

superou o número dos ocasionados por C. albicans. 

Soares et al. (2013) isolaram espécies envolvidas em candidemia neonatal no 

Brasil, e verificaram como agentes etiológicos C. albicans (27,8%), C. parapsilosis 

(25%), C. famata (22,2%) e C. glabrata (2,8%). Os autores afirmam que C. albicans é 

uma levedura com potencial patogênico bastante conhecido, apresentando como 

principais fatores de virulência a capacidade de aderência a diferentes mucosas e 

epitélios, o dimorfismo com formação de estruturas filamentosas que auxiliam a invasão 

tissular, a termotolerância significativa, e a produção de enzimas como proteinases e 

fosfolipases. A candidemia por esta levedura está principalmente associada à 

colonização prévia, transmitida verticalmente no momento do parto. 

Na epidemiologia alterações das infecções por Candida têm sido observadas 

concomitantemente em países da América Latina. No Chile, a prevalência de C. 

albicans mudou, e um aumento progressivo de infecções por espécies de Candida não-

albicans foi observado; sendo C. parapsilosis a espécie mais frequente, seguida por C. 

tropicalis (Ajenjo et al., 2011).  

Apesar de algumas casuísticas apresentarem predominância de C. parapsilosis em 

casos de candidemia neonatal, Castro et al. (2006) afirmam que C. albicans ainda é a 

espécie mais frequentemente isolada de infecções fúngicas superficiais e invasivas em 

diferentes sítios anatômicos e em estudos epidemiológicos de todas as partes do mundo. 
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Além disto, possui elevada importância médica e econômica, representando um sério 

desafio à saúde pública devido às altas taxas de mortalidade e aumento dos custos com 

cuidados e duração da hospitalização (Lai et al, 2012). 

Em países da América Latina, C. parapsilosis tem sido reconhecida como a 

segunda principal causa de infecção fúngica invasiva (Godoy et al., 2003). 

Caracteristicamente, prolifera-se em soluções contendo glicose, tem grande capacidade 

de produzir biofilme e frequentemente coloniza a pele. Vários estudos estabelecem 

claramente uma associação entre a utilização de cateter venoso em posição central e 

maior ocorrência de fungemia por esse patógeno (Colombo e Guimarães, 2003). 

C. parapsilosis é encontrado frequentemente na pele, sendo de transmissão 

predominantemente exógena. A ocorrência é alta em crianças e recém-nascidos 

prematuros internados em UTIs e os fatores de risco associados à transmissão são 

nutrição parenteral e uso prolongado de cateteres (Cano et al., 2005). É responsável por 

até um terço das candidíases neonatais na América do Norte (Fridkin et al., 2006) e  por  

mais de um quarto de todas as infecções fúngicas invasivas em neonatos de baixo peso 

nos EUA (Clerihew et al., 2007).  

Estudos laboratoriais têm demonstrado que C. parapsilosis é menos virulenta do 

que C. albicans, no entanto, vários fatores têm contribuído para uma maior distribuição 

dessa espécie, como a capacidade de se aderir a materiais de próteses e de proliferar 

rapidamente na presença de altas concentrações de glicose. Além disso, isolados de C. 

parapsilosis formam biofilme com facilidade o que pode contribuir com a capacidade 

de aderir a cateteres e causar infecções sistêmicas em recém-nascidos prematuros que 

fazem uso de nutrição parenteral ou outros dispositivos invasivos (Pfaller et al., 2008).  

Trofa e colaboradores (2008) documentaram que C. parapsilosis tem sido 

considerada um patógeno emergente, além de ser um importante agente etiológico, 

especialmente entre recém-nascidos internados em UTIN. Os autores afirmaram ainda 

que a tendência será aumentar o número de infecções por esta espécie, devido à 

frequente colonização das mãos dos profissionais de sáude e a alta afinidade pela 

nutrição parenteral. Cuidados com materiais e equipamentos hospitalares, bem como a 

higienização correta das mãos são medidas que podem prevenir a infecção por esse 

patógeno (Soares et al., 2013). 

Atualmente, três novas espécies foram propostas para substituir a denominação de 

C. parapsilosis grupo I, II e III, formando o complexo “psilosis”, com as três espécies 

C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (Tavanti et al., 2005). A 
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diferenciação foi realizada com base em diversos critérios, incluindo análise de DNA, 

eletroforese de isoenzimas, eletroforese de cariótipos, morfotipos, sequências de DNA 

mitocondrial e habilidade de produção de biofilmes (Asadzadeh et al., 2009; Tavanti et 

al., 2010). 

No Brasil e no mundo alta prevalência em casos de candidemia também ocorre por 

C. tropicalis, cujo mecanismo de transmissão é essencialmente endógeno. Essa espécie 

acomete com freqüência, pacientes neutropênicos, que apresentam como doenças de 

base neoplasias e doenças hematológicas ou que sejam receptores de medula óssea 

(Leung  et al., 2002). Considera-se que 50 a 60% dos pacientes colonizados 

desenvolvam infecções sistêmicas (Colombo e Guimarães 2003). 

De acordo com Nucci e Colombo (2007) candidemia por C. tropicalis é mais 

frequentemente observada em pacientes com câncer e neutropenia. Esta levedura é 

raramente encontrada em recém-nascidos, ao contrário dos adultos e crianças com 

doenças hematológicas malígnas, nas quais causa infecções com alta taxa de 

mortalidade (Benjamin et al., 2010). Roilides (2011) enfatiza que C. tropicalis é um 

patógeno incomum entre neonatos e que a colonização e posterior infecção, pode 

ocorrer por via cruzada ou associada a intervenções terapêuticas, como uso de cateter 

venoso e nutrição parenteral. Além disso, sugerem que a epidemiologia em recém-

nascidos não está clara, mas, o potencial para transmissão nosocomial deve ser 

considerado. 

A terceira causa de candidemia na maioria dos países da Europa, Ásia e Américas 

corresponde à C. glabrata (Pfaller e Diekema, 2007). Caracterizada por alta taxa de 

mortalidade e difícil tratamento devido à reduzida sensibilidade desta espécie aos 

derivados azólicos, especialmente ao fluconazol. Vários fatores de risco têm sido 

identificados, como longo tratamento com antibióticos, presença de cateter venoso 

central, baixo peso ao nascer, prematuridade, síndrome do desconforto respiratório e o 

uso de ventilação mecânica (Baradkar et al., 2008). O aumento na incidência de 

infecções invasivas por esta espécie parece ser multifatorial, envolvendo o aumento do 

uso de fluconazol como profilático, especialmente em unidades de hematologia e 

transplante de células, além de diferenças geográficas. Vários estudos relatam que estas 

infecções são mais comuns em adultos que nos indivíduos mais jovens, e raramente são 

encontradas em RNs (Malani et al., 2010). 

Infecções hematogênicas e disseminadas também têm sido ocasionadas por Pichia 

guilliermondii, esta espécie considerada emergente tem demostrado ser intrinsicamente 
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menos susceptível a anfotericina B do que outras espécies do mesmo gênero (Pfaller e 

Diekema, 2004). Em um estudo envolvendo 11 instituições brasileiras, P. guilliermondii 

representou 2,4% dos 712 casos de candidemia diagnosticados (Colombo et al., 2006). 

Investigações de surtos envolvendo P. guilliermondii, devem ser avaliadas 

cuidadosamente, inclusive através de estudos moleculares em virtude desta espécie 

apresentar características morfologicas e bioquímicas semelhantes a C. famata 

(Medeiros et al., 2007).  

C. krusei é outra espécie considerada como patógeno hospitalar ocasional, 

particularmente, em pacientes portadores de doenças hematológicas malignas e/ou 

submetidos a transplante de medula óssea, além de pacientes idosos (Bonatti et al., 

2009; Leroy et al., 2009). A ocorrência em neonatos é rara, no entanto relevante devido 

a sua resistência intrínseca ao fluconazol. O fenótipo de resistência exibido por este 

fungo é um problema para o tratamento de pacientes em geral (Porte et al., 2012). 

Amaral-Lopes e Moura (2012) relataram a ocorrência de três casos de sepse neonatal 

por esta levedura em hospital brasileiro. 

Em infecções graves da corrente sanguínea ainda há o surgimento de outras 

espécies de leveduras emergentes, a exemplo de C. pelliculosa (teleomorfo Pichia 

anomala), frequentemente encontrada em frutas, exsudatos de árvores, solo, vegetais e 

outros compostos orgânicos (De Hoog  et al., 2000). Alguns estudos afirmam que C. 

pelliculosa está presente na microbiota transitória da pele humana e sistema 

gastrointestinal. Essa espécie apresenta baixa virulência e não é um patógeno comum 

nos seres humanos. No entanto, pode levar a cursos clínicos importantes. 

Ocasionalmente tem sido relatada como agente de fungemia nosocomial em pacientes 

pediátricos, imunocompetetentes e imunocomprometidos (Bakir et al., 2004).  

Existem relatos de neonatos pré-termos colonizados por C. pelliculosa em unidades 

hospitalares, porém ainda não há evidências diretas que demonstrem que a infecção 

esteja relacionada com colonização prévia (Kalkanci et al., 2010). Silva et al. (2013) 

relatam a ocorrência de um surto de fungemia por C. pelliculosa em UTIN do Nordeste 

brasileiro, destacando uma possível semelhante origem clonal entre os isolados 

provenientes de cinco pacientes diferentes. 

Em 1984, Lavarde e colaboradores relataram C. haemulonii como patógeno 

nosocomial e descreveram o primeiro caso de isolamento desta levedura em 

hemocultura e cateter venoso central. Desde então, alguns casos tem sido reportados no 

mundo, dentre eles um surto de candidemia em neonatos pré-termos no Kuwait (Kim et 
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al., 2009). Contudo, até então não foi relatado nenhum caso de infecção hematogênica 

por este patógeno em UTIN brasileira. A identificação de C. haemulonii é complicada 

devido à semelhança fenotípica com C. famata e C. guilliermondii. Seus isolados 

demonstram um aumento na resistência para fluconazol, itraconazol e anfotericina B 

(Kim et al., 2009; Kim et al., 2011). 

 

2.2 COMPLEXO CANDIDA PARAPSILOSIS  

 

Em 1928, em Porto Rico, foi isolada C. parapsilosis pela primeira vez a partir das 

fezes de um paciente com diarreia (Ashford, 1928). A espécie foi primeiramente 

denominada Monilia parapsilosis para distinguir do isolado mais comum, Monilia 

psilosis, hoje conhecido como C. albicans. Em 1932, M. parapsilosis passou a ser 

denominada C. parapsilosis (Silva, 2012). 

Quando comparada com outras espécies de Candida, esta levedura possui uma 

distribuição mais ubíqua na natureza. Não é um patógeno humano obrigatório, tendo 

sido isolada de outras fontes, como animais domésticos, insetos, solo e ambientes 

marinhos. No entanto, este fungo é um comensal comum ao homem, sendo considerado 

um dos mais frequentes isolados do espaço sub-ungueal das mãos, especialmente em 

pesquisas com profissionais da área de saúde, o que sugere que estas sejam potenciais 

reservatórios e vias de trasmissão (Kojic; Darouiche, 2004). 

Esta espécie tem sido relatada como importante causa de infecções hematogênicas, 

particularmente em neonatos e pacientes imunocomprometidos, sendo comumente 

associada com o uso de dispositivos intravasculares, contaminação em água de 

hemodiálise e nutrição parenteral (Almirante et al., 2006; Pfaller; Diekema, 2007; Trofa 

et al., 2008; Pires et al., 2013). 

Baseado em resultados de métodos genotípicos, incluindo Ampliação Randômica de 

DNA Polimórfico (RAPD) (Lehmann et al., 1992), cariotipagem (Lott et al.,1993), 

eletroforese de enzimas ribossomais e sequencias de espaçadores ribossomais interno 

transcritos (ITS) (Roy e Meyer, 1998), sequencia do gene que codifica a DNA 

topoisomerase II (Kato et al., 2001), análises de DNA por Southern blotting (Enger et 

al., 2001) e diferenças em sequencia de DNA mitocondrial (Nosek et al., 2002), C. 

parapsilosis passou a ser considerada um complexo constituída por três grupos distintos 

(I, II e III).  
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Em 2005 Tavanti e colaboradores (2005) com base em diferenças observadas 

por RAPD, sequenciamento de DNA de genes diferentes e morfotipagem, sugeriu a 

reclassificação dos grupos do complexo C. parapsilosis em três espécies diferentes 

denominadas C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis. Apesar 

das espécies apresentarem características fenotípicas e bioquímicas idênticas, a sua 

reclassificação ocorreu após o sequenciamento de grandes frações dos genomas, a qual 

demonstrou a existência de diferenças significativas que influenciam em fatores como 

susceptibilidade antifúngica e virulência (Tavanti et al., 2007).   

Para facilitar a distinção entre as três espécies Tavanti et al. (2007) propuseram a 

análise do polimorfismo do gene que codifica a enzima álcool desidrogenase secundário 

(SADH), a qual é comum às três espécies.  

Apesar da descoberta de novas técnicas, promover uma identificação confiável e 

rápida tem sido um grande desafio para os laboratórios de diagnóstico, especialmente 

para agentes etiológicos morfologicamente e fisiologicamente idênticos como as 

leveduras do complexo C. parapsilosis. No entanto, a taxonomia correta é necessária 

principalmente para avaliação de fatores epidemiológicos. Diante disto, novas 

metodologias para diferenciação têm sido estudadas, incluindo a espectrometria de 

massa por tempo de voo (MALDI-TOF MS) que tem trazido resultados favoráveis para 

separação das espécies do complexo que condizem com os obtidos por genotipagem (De 

Carolis et al., 2014). 

Pesquisas demonstram que dentre as espécies do complexo, C. parapsilosis stricto 

sensu é a predominante em isolados clínicos, o que pode ser explicado por sua elevada 

capacidade de formação de biofilmes e C. orthopsilosis, bem como C. metapsilosis 

correspondem a aproximadamente 10% do número total de espécimes oriundo de 

infecções em humanos (Lokhart et al., 2008). Apesar disso, em algumas regiões C. 

orthopsilosis e C. metapsilosis chegam a ser, respectivamente, a quinta e sexta espécie 

mais frequentemente isoladas de hemoculturas (Gomez-Lopez et al., 2008). 

Posteriormente outros estudos epidemiológicos confirmaram uma pequena 

proporção de C. orthopsilosis e C. metapsilosis em hemoculturas, com uma significante 

variação geográfica (Asadzadeh et al., 2009; Silva et al., 2009b; Gonçalves et al., 

2010). 

Tay, Na e Chong (2009) realizaram, em hospital da Malásia, a diferenciação de C. 

parapsilosis isolada de pacientes com fungemia através da análise molecular das regiões 
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ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, detectando que alguns isolados pertenciam a duas novas 

espécies C. orthopsilosis (23,8%) e C. metapsilosis (4,8%). 

Um estudo chinês tentou relacionar a distribuição de espécies do complexo ao longo 

do país, dentre 57 isolados coletadas de quatro cidades, Nanjing (22), Nanchang (20), 

Xangai (12) e Jinan (3), C. parapsilosis stricto sensu representou 71,9% de todos os 

isolados, enquanto que C. metapsilosis representou os 28,1 % restante e C. orthopsilosis 

não foi identificada. A significativa alta prevalência de C. metapsilosis foi observada em 

cepas de Nanchang, onde 60% dos isolados pertencem a esta espécie (Ge et al., 2012). 

Cantón et al. (2011), em um período de 13 anos, obtiveram 346 isolados de 

leveduras do complexo C. parapsilosis provenientes de infecções hematogênicas  de 

pacientes distribuídos em 44 hospitais espanhóis. Os agentes foram identificados por 

meio de métodos moleculares: C. parapsilosis stricto sensu (90,7 %), C. orthopsilosis 

(8,2%) e C. metapsilosis (1,1 %). Destacando que nenhum caso de candidemia por C. 

orthopsilosis ou C. metapsilosis ocorreu em neonatos. Resistência foi verificada por 

algumas cepas de C. parapsilosis stricto sensu à caspofungina (0,3 %), anidulafungina 

(1,9 %) e micafungina (2,5 %).  

Silva (2012) desenvolveu um estudo com pacientes admitidos em um hospital 

universitário Português, dentre os isolados clínicos identificados como C. parapsilosis 

por métodos convencionais foi demonstrado por métodos moleculares que 91,4% eram 

C. parapsilosis stricto sensu, 2,3% C. orthopsilosis, 2,9% C. metapsilosis e 3,4% outras 

espécies de Candida.  A avaliação do perfil de suscetibilidade demonstrou que 5,6% 

isolados de C. parapsilosis stricto sensu eram resistentes ou dose-dependente ao 

fluconazol, 1,3% resistentes à anfotericina B e todos os isolados de C. orthopsilsois e C. 

metapsilosis foram sensíveis aos azólicos e anfotericina B. 

Em relação à susceptibilidade às equinocandinas Spreghini et al. (2012) avaliaram 

três cepas de  C. parapsilosis stricto sensu, quatro de C. orthopsilosis e três de C. 

metapsilosis, todas provenientes de amostras clínicas, e verificaram que todos os 

isolados foram sensíveis aos antifúngicos testados, porém com CIMs mais elevados 

para anidulafungina. 

Quanto ao perfil de virulência Bertini e colaboradores (2013) avaliaram a adesão às 

células epiteliais por isolados do complexo “psilosis”, verificando que C. metapsilosis é 

a que possui mais fraca capacidade de aderência. Outros estudos também trazem esta 

espécie como a menos virulenta, inclusive com pouca capacidade de formação de 

biofilme (Tosun, et al., 2013). 
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Ruiz et al (2013), em um estudo desenvolvido em hospital infantil brasileiro 

encontrou a seguinte distribuição de espécies do complexo C. parapsilosis  isoladas a 

partir de hemoculturas: C. parapsilosis  stricto sensu (83,7 %), C. orthopsilosis (10,2%) 

e C. metapsilosis (6,1 %). Todas as cepas apresentaram capacidade de formação de 

biofilme, no entanto C. parapsilosis stricto sensu foi a que apresentou maior caráter de 

virulência, seguida por C. orthopsilosis e C. metapsilosis. Todos os isolados 

demonstraram susceptibilidade semelhante para o fluconazol, caspofungina, 

voriconazol, cetoconazol e 5´fluocitosina. Entretanto, C. parapsilosis stricto sensu foi 

menos susceptível a anfotericina B, caspofungina e fluconazol.  

 Um estudo desenvolvido por Németh et al. (2013) caracterizou as propriedades de 

virulência do complexo C. parapsilosis através dos efeitos destes sobre macrófagos. 

Isolados de C. parapsilosis stricto sensu mostraram uma resistência significativamente 

maior aos macrófagos humanos primários, induzido um maior dano celular, contudo as 

linhagens de C. metapsilosis foram as que apresentaram menor toxicidade. Além disso, 

foi avaliado o impacto das três espécies sobre a sobrevivência de larvas de Galleria 

mellonella. A taxa de mortalidade das larvas infectadas com C. metapsilosis foi 

notavelmente menor do que aqueles infectados com C. parapsilosis stricto sensu ou C. 

orthopsilosis. Os resultados em conjunto corroboram com estudos anteriores que 

afirmam que C. metapsilosis é de fato o membro menos virulento do complexo psilosis. 

Apesar do avanço das pesquisas no que tange ao complexo C. parapsilosis, ainda há 

uma carência de estudos mais amplos, principalmente que envolvam a epidemiologia 

em crianças e neonatos, para um eficiente monitoramento do ambiente hospitalar. Além 

disso, a discriminação correta entre espécies pode ajudar na instituição de um 

tratamento mais adequado, uma vez que estas podem apresentar comportamentos 

diferentes frente aos antifúngicos e a depender dos fatores relacionados a virulência, 

desta forma, a introdução de novas técnicas de identificação como a espectrometria de 

massa se torna a cada dia mais relevante (Ruiz et al., 2013). 

 

2.3 IDENTIFICAÇÃO DO GÊNERO CANDIDA ATRAVÉS DA ESPECTOMETRIA 

DE MASSA POR TEMPO DE VOO (MALDI-TOF MS) 

 

A identificação do gênero Candida através da taxonomia clássica, apesar de possuir 

boa sensibilidade, permanece como um método trabalhoso e demorado (Yaman; Akiar; 

Can, 2012). Entretanto, outras abordagens de diagnóstico capazes de identificar um 
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grande número de espécies de Candida estão disponíveis tais como novos métodos 

moleculares os quais são onerosos, requerem uma considerável experiência do 

manipulador e não são adequados para diagnóstico de rotina; e a espectrometria de 

massa por ionização de dessorção a laser assistida por de tempo-de-voo (MALDI-TOF 

MS), que emergiu como uma ferramenta poderosa para melhorar a qualidade de 

identificação microbiológica (Putignani et al., 2011).  

Dentro deste contexto, o MALDI-TOF MS tem sido introduzido em procedimentos 

laboratoriais de rotina e é utilizado como uma nova técnica para a identificação rápida 

de bactérias, bem como leveduras (Veen et al., 2010;  Putignani et al., 2011). Esta nova 

abordagem apresenta o potencial de melhorar o diagnóstico de leveduroses, 

economizando tempo, reduzindo os custos de internação do paciente e minimizando a 

seleção de fungos resistentes aos medicamentos com a supressão do tratamento 

empírico prejudicial (Pulcrano et al., 2013). 

Esta metodologia promove a identificação das espécies por análise de espectro de 

massa do extrato celular bruto constituído principalmente por proteínas ribossomais. Os 

espectros obtidos são comparados com os padrões de referência específicos para cada 

espécie armazenados no banco de dados do equipamento (De Carolis et al., 2014).  

Em um estudo conduzido por Yaman e colaboradores (2012), o desempenho de 

MALDI TOF-MS foi avaliado, sendo comparado com métodos convencionais e 

automatizados (VITEK 2) para a identificação de um total de 281 cepas de Candida 

provenientes de culturas de sangue. Os autores detectaram que houve 94% de 

concordância entre a identificação pela espectrometria de massa e o VITEK 2, os 

resultados discrepantes foram validados pela biologia molecular e o MALDI-TOF MS 

permitiu a identificação correta de espécies para os 281 (100%) isolados.  

Já Lacroix et al. (2014) avaliaram 1383 isolados clínicos de Candida e os resultados 

da identificação por MALDI-TOF MS foram comparados com aqueles obtidos 

utilizando métodos fenotípicos convencionais. A análise de sequências de genes de 

rDNA foi considerada como o padrão de referência para a identificação. O MALDI-

TOF MS foi capaz identificar com precisão 98,3% dos isolados, inclusive 

caracterizando corretamente espécies raras ou emergentes, que não foram identificados 

pela taxonomia clássica.  
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2.4 FATORES DE VIRULÊNCIA ASSOCIADOS A INFECÇÕES POR ESPÉCIES 

DE CANDIDA   

 

A capacidade dos fungos causarem infecções está associada a alguns fatores de 

virulência, os quais são determinados geneticamente, porém expressos pelos micro-

organismos quando submetidos a certas condições, tais como teor nutricional, atmosfera 

de oxigênio e temperatura. Essas condições são específicas para cada micro-organismo e 

podem variar intra e interespecificamente (Lacaz et al., 2002).  

Fungos patógenos interagem com uma variedade de células hospedeiras durante a 

indução da doença. Para atravessar os tecidos e causar doença invasiva, estes organismos 

devem invadir as células não fagocitárias, como células epiteliais e endoteliais. 

Estratégias específicas irão favorecer a colonização das células hospedeiras e passagem 

pelas barreiras dos mesmos, causando doença (Filler, 2006). 

Durante algumas décadas acreditava-se que as leveduras participavam passivamente 

do processo de patogênese no estabelecimento da infecção fúngica. Assim, a debilidade 

orgânica ou imune do hospedeiro era considerada único mecanismo responsável para o 

estabelecimento da infecção oportunista. Atualmente esse conceito vem sendo 

modificado, e assim há consenso que esses micro-organismos participam ativamente do 

processo fisiopatogênico da doença, utilizando-se de mecanismos de agressão 

denominados de fatores de virulência (Tamura et al., 2007) 

Certamente, condições do hospedeiro também estão envolvidas nos processos 

infecciosos, entretanto, a interação com o fungo é, sem dúvida de extrema relevância, 

sendo sua virulência controlada pela expressão de genes que codificam a adesão, 

formação de biofilmes e produção de enzimas favorecendo a adaptação e a 

patogenicidade (Brown et al., 2007). Desta forma, a infecção pelo gênero Candida é 

facilitada por uma série de fatores de virulência, sendo a aderência aos tecidos do 

hospedeiro e formação de biofilmes em superfícies vivas ou inanimadas, alguns dos 

mais importantes (Silva et al., 2011). 

 

2.4.1 Adesão às células epiteliais 

 

A capacidade dos micro-organismos de aderirem a células, tecidos ou outro tipo de 

superfície, é um pré-requisito para a colonização de um determinado sítio e causa de 

uma subsequente infecção. Nesse contexto, de acordo com Calderoni e Fonzi (2001) a 
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adesão parece ter papel inicial e fundamental no estabelecimento e desencadeamento do 

processo infeccioso. 

A adesão às células do hospedeiro é considerada uma propriedade de virulência 

essencial para o desenvolvimento da candidíase, especialmente em pacientes 

imunocomprometidos, sendo esta uma característica importante de sobrevivência e/ou 

patogenicidade do fungo. Desta forma, a análise in vitro da propriedade de aderência 

das espécies de Candida pode contribuir para a compreensão do comportamento destes 

organismos em um processo de infecção específico. No entanto, pouco se sabe sobre os 

mecanismos de adesão ao epitélio, sobretudo em espécies de Candida não-albicans, ou 

cerca dos fatores que afetam este processo (Henriques, Azeredo e Oliveira, 2006; 

Menezes et al., 2013).  

O processo de adesão é controlado e induzido por várias cascatas de sinalização 

celular. A fixação inicial de células de Candida é mediada por fatores inespecíficos 

(hidrofobicidade e forças eletrostáticas) e promovido por fatores específicos como 

adesinas que são proteínas presentes na superfície da parede celular fúngica que 

reconhecem ligantes presentes nas células do hospedeiro, como proteínas, fibrinogênio e 

fibronectina (Li, Yan e Xu, 2003; Verstrepen e Klis, 2006). 

Em casos graves, a levedura pode até mesmo penetrar, através das camadas 

epiteliais, em tecidos mais profundos, alcançar a corrente sanguínea e, a partir daí, 

causar infecções sistêmicas com significativas taxas de mortalidade. A forma como a 

transição de um comensal para um patógeno agressivo é acionada ainda é desconhecida, 

entretanto a adesão às células epiteliais é claramente um evento essencial tanto para o 

crescimento como comensal quanto como patógeno (Wächtler et al., 2011). 

Estudos mostram que a capacidade de aderência nas diversas espécies de Candida é 

diferente (Tamura et al., 2007; Silva et al., 2010; Silva et al., 2011). Este fato explica 

por que alguns isolados colonizam mais frequentemente superfícies mucosas do que 

outros sítios anatômicos (Silva et al., 2011). Adicionalmente podem ser observadas 

diferenças de adesão dentro de cepas da mesma espécie, pois a possibilidade de mudar o 

próprio fenótipo tem sido descrita em relação ao gênero Candida e pode modular alguns 

fatores de virulência, inclusive a aderência. Entretanto, para vários autores, os 

mecanismos que possibilitam esta mudança fenotípica ainda necessitam ser 

esclarecidos, é provável que estejam associados à riqueza de nutrientes e expressão de 

genes de adesinas ou de outras proteínas (Costa, 2009; Jacobsen et al., 2012). 
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Esforços consideráveis foram dedicados aos estudos sobre a capacidade de 

aderência do gênero Candida, sobretudo em relação à C. albicans. Sabe-se que a família 

do gene ALS codifica grandes glicoproteínas da superfície celular e que os genes SAP 

são outro exemplo de família de genes que codifica a aspartil protease secretada, que 

está associada com os mecanismos de patogenicidade.  Além disso, há Hwpl, uma 

adesina presente na parede celular de tubos germinativos e hifas, se liga às células 

epiteliais por intermédio de um mecanismo de adesão não convencional mediado por 

transglutaminases (Monod e Borg-Von, 2002; Sundstrom, Cutler e Staab, 2002). 

Tamura et al. (2007), relatam C. glabrata como a espécie com maior capacidade de 

adesão às células epiteliais, por outro lado, Costa (2009) mostra isolados de C. 

tropicalis significativamente mais aderentes do que os de C. albicans. Moreno et al. 

(2009) também observaram que C. tropicalis é a espécie que apresenta maior 

capacidade de aderência. 

Os estudos de Tamura et al. (2007) e Negri et al. (2010)  destacam C. glabrata 

como a espécie de Candida não-albicans mais aderente, o que pode ser notado pela 

elevada habilidade desta levedura se aderir às células da mucosa oral, alta síntese de 

fosfolipases e atividade desencadeante de citocinas. Estes autores propõem uma nova 

metodologia com baixo custo e de fácil execução para quantificação da capacidade de 

aderência, através da coloração com cristal violeta das células fúngicas aderidas às 

células epiteliais. Kuhn e Vyas (2012) demostraram que a adesina Epa1p de C. 

glabrata, além de mediarem a ligação às células epiteliais, são capazes de interagir com 

células do sistema imune inato de mamíferos, como macrófagos, induzindo a 

fagocitose.  

Em 2011, Lima-Neto e colaboradores verificaram que isolados de C. albicans 

possuem maior capacidade de adesão às células da cavidade oral do que cepas de C. 

parapsilosis. Estes autores ainda destacam que a presença de componentes fucosilados 

na superfície da parede celular das leveduras estudadas pode ser indicativa de alta 

capacidade de aderência.  

Em 2013, Menezes e colaboradores avaliaram a capacidade de adesão de 118 

isolados clínicos de espécies diferentes de Candida, icluindo C. albicans, C. tropicalis, 

C. parapsilosis e C. glabrata. Em um total de 93 (79%) isolados foi identificada a 

propriedade de aderência, sendo as cepas de C. tropicalis as que apresentaram maiores 

níveis de adesão.  
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Estudos experimentais de aderência de Candida spp relatam a utilização de uma 

ampla variedade de tipos celulares, principalmente células da mucosa oral, vaginal, e 

uroepiteliais. Além de células de voluntários humanos ou de animais, que produzem 

resultados muito variáveis, no entanto, estudos com o uso de linhagens celulares 

estabelecidas, como a cultura de células HeLa, ainda têm sido pouco empregados (Pires, 

et al., 2001). 

 

2.4.1.1 Adesão de Candida às células HeLa 

 

A primeira linhagem celular aneuplóide e de característica epitelial, derivada de 

tecido humano, a ser mantida continuamente em cultura celular em série foram as 

células HeLa, isoladas em 1951 de carcinoma de cérvix uterino. Esta linhagem vem 

sendo utilizada em diversas linhas de pesquisa, com poucos estudos incluindo aderência 

de células fúngicas (Weinberg, 2008). 

A utilização desses tipos de células apresenta algumas vantagens em relação ao uso 

de células não estabelecidas, como por exemplo, as células da cavidade oral que são 

inevitavelmente colonizadas com micro-organismos comensais além de ocorrer 

alterações relacionadas a idade e viabilidade (Pires et al., 2001). 

Silva, Silveira e Pires (2007) observaram a adesão às células HeLa por isolados de 

C. dubliniensis. Apenas uma cepa apresentou forte aderência, as demais apresentaram 

fraca capacidade de adesão.  

Um estudo comparativo conduzido por Negri et al. (2011), avaliou a adesão e danos 

causados por isolados de C. tropicalis a três linhagens celulares diferentes (células 

HeLa, TCC SUP e Caco-2), sendo observado que as cepas se aderiram menos e 

causaram poucos danos às células HeLa, quando comparado à invasão das outras 

linhagens testadas. 

Após a levedura aderir à superfície, novos micro-organismos costumam interagir, 

promovendo a formação de uma comunidade plural de seres microscópicos, em que há 

dependência metabólica de grau variável entre seus constituintes, caracterizando, assim, 

a estrutura conhecida como biofilme (Giolo e Svindzinski, 2010). 
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2.4.2 Formação de biofilme por espécies de Candida 

 

Nas últimas décadas, bacteriologistas e mais recentemente, micologistas têm 

observado que os micro-organismos praticamente não existem na sua forma livre, 

planctônica nos tecidos do hospedeiro, mas se agrupam formando uma comunidade 

multicelular, denominada biofilme,  tanto sob os tecidos quanto em próteses, cateteres e 

outras superfícies. Os biofilmes representam o mais prevalente tipo de crescimento 

microbiano na natureza e são importantes para o desenvolvimento de infecções fúngicas, 

estando associados com alto nível de resistência aos antifúngicos e às defesas do 

hospedeiro. Infecções causadas por Candida em grande parte estão relacionadas com a 

formação de biofilme na superfície de dispositivos médico-terapêuticos (Ramage et al., 

2001; Kuhn et al., 2002; Douglas, 2004; Soll, 2008). 

Após a aproximação da levedura com o substrato, inúmeros acontecimentos físico-

químicos tornam possível a adesão inicial do micro-organismo a esta superfície. Ao 

occorer a completa adesão, o biofilme sofre um processo de maturação. Em um biofilme 

maduro coexistem muitas microcolônias, constituídas por distintas espécies de 

leveduras, que são envolvidas por uma matriz extracelular na qual ocorre a passagem de 

água e nutrientes. Os biofilmes maduros, com um crescimento de 24 a 48 horas, 

consistem em uma rede densa de células sob a forma de leveduras, de hifas e pseudo-

hifas, a depender da espécie fúngica, além da possível presença de bactérias (Douglas, 

2004). 

 Entre os benefícios desta comunidade destacam-se a maior proteção contra as 

defesas imunes do hospedeiro e a ação de antimicrobianos, o que acaba por favorecer o 

estabelecimento do processo patogênico  Além disto, os biofilmes podem se formar em 

uma grande variedade de superfícies, incluindo tecidos vivos, dispositivos médicos 

diversos, como implantes, tubo endotraqueal, marca-passos cardíacos e vários tipos de 

cateteres. Ainda podem ser encontrados em sistemas de tubulação de água potável, 

ambientes industriais e sistemas aquáticos naturais (Douglas, 2004; Ramage et al., 

2006; Santana et al., 2013). 

A matriz é uma das características mais distintivas de biofilmes microbianos. Possui 

aspecto tridimensional e hidratado. Em geral a matriz do biofilme compreende hidratos 

de carbono, proteínas, fósforo e hexosaminas, no entanto, fatores ambientais como 

composição e pH do meio, disponibilidade de oxigênio, bem como a linhagem de 

fungos podem interferir na formação e composição da matriz, a exemplo dos biofilmes 
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de C. parapsilosis contêm grandes quantidades de hidratos de carbono e apresentam 

baixo teor de proteínas, quando comparado com agregados de C. glabrata e C. 

tropicalis (Silva et al., 2009a; Silva et al., 2011).  

A formação destes agregados de micro-organismo sobre os dispositivos médicos 

representa um grave problema na medicina. Nas últimas décadas, a incidência de 

infecções microbianas correlacionadas com a formação de biofilme chega a 65% dos 

casos. Todas as variantes morfológicas conhecidas como leveduras, pseudo-hifas e hifas 

verdadeiras podem crescer em biofilme e geralmente expressam propriedades diferentes 

das suas respectivas células isoladas. A produção de proteases é maior durante a 

formação de biofilme. Além disso, as células de levedura expressam diversos genes que 

influenciam na patogenicidade e os produtos desses genes participam nos mecanismos 

de adesão, síntese de carboidratos, resistência às drogas como as bombas de efluxo, por 

exemplo e no quorum sensing, caracterizado como um mecanismo de comunicação intra 

e interespécies microbianas que propicia aos micro-organismos expressarem alterações 

fenotípicas marcantes quando estes se encontram em alta densidade populacional 

(Kuleta, Kozik, Kozik, 2009). 

Os biofilmes polimicrobianos são difíceis de diagnosticar e tratar, e podem atuar 

como um reservatório infeccioso, para uma variedade de micro-organismos, como 

bactérias e fungos. Estes aglomerados podem ser encontrados em infecções sistênicas, 

onde é possível encontrar C. albicans crescendo com Staphylococcus epidermidis, 

espécies de Enterococcus e S. aureus (Harriott e Noverr, 2011). No pulmão alguns 

autores relataram a interação antagônica de C. albicans e Pseudomonas aeruginosa 

(Morales et al., 2010). Até agora, não foi demonstrada a formação de biofilme no trato 

gastrointestinal (Harriott e Noverr, 2011).  

Ademais, um dos problemas associados a formação dos biofilme, é o aumento da 

resistência antifúngica. Os mecanismos responsáveis por esta menor susceptibilidade 

estão relacionados com limitações difusionais da passagem do agente antimicrobiano 

pela matriz extracelular, com alterações fenotípicas das células no biofilme e ainda com 

o desenvolvimento de mecanismos de resistência por alteração do genótipo das células. 

Outro mecanismo proposto que as células associadas ao biofilme crescem 

significantemente mais lentamente do que as células planctônicas e, como 

consequência, captam os agentes antimicrobianos na mesma condição (Santana et al., 

2013). 
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As diferentes espécies de Candida diferem em sua capacidade de formar biofilmes, 

podendo variar na morfologia global, composição e resistência antifúngica. Alguns 

trabalhos também afirmam que diferentes cepas de uma mesma espécie podem 

apresentar diferenças na sua capacidade de formar estes agregados celulares, indicando 

que estirpes formadoras de biofilmes "fortes" e "fracos" podem existir dentro uma 

mesma espécie (Jin et al., 2003; Thein et al., 2007). 

Jin et al. (2003) verificaram que cepas selvagens de Candida demonstraram possuir 

maior capacidade de formar biofilmes quando comparadas com cepas laboratoriais de 

referência. Alguns trabalhos afirmam que C. albicans e C. krusei formam biofilmes 

mais confluente do que outras espécies de Candida (Samaranayake et al., 2005; 

Parahitiyawa et al., 2006). Adicionalmente Ramage, Lopez-Ribot (2005) afirmam que a 

maioria das doenças causadas por C. albicans são associadas ao crescimento do 

biofilme. No entanto, em estudo conduzido por Gasparetto e colaboradores (2005), de 

um de total 92 leveduras avaliadas, 63% foram capazes de produzir biofilme. 

Proporcionalmente as espécies Candida não albicans foram as mais capazes de aderir 

ao substrato. Outros estudos também têm apontado que a capacidade de formação de 

biofilme é maior para as espécies de Candida não-Candida albicans do que para 

espécies C. albicans (Kumar e Menon, 2006).  

Tumbarello et al. (2007) avaliaram a capacidade de formação de biofilme por 

isolados clínicos provenientes de infecções hematogênicas e verificaram que os isolados 

de C. tropicalis foram os que apresentaram maior habilidade de agregação, seguido por 

C. glabrata, C. albicans e C. parapsilosis. Ainda, Silva e colaboradores (2009a) 

demonstraram que C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata também são capazes de 

produzir biofilmes. Assim, Galán-Ladero et al. (2013) destacam isolados de C. 

tropicalis envolvidos em infecções hospitalares como os que apresentam mais intensa 

formação de biofilmes. Nesse contexto, a incidência de infecções fúngicas oportunistas 

tem aumentado devido a interação entre sistema imunológico do hospedeiro e fatores de 

virulência do micro-organismo, e em paralelo com o surgimento de cepas resistentes as 

terapêuticas antifúngicas (Balkis et al., 2002).  

 

2.5 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA IN VITRO 

 

O aumento da incidência de patógenos resistentes a drogas e a toxicidade de 

compostos antifúngicos existentes atraem constantemente a atenção para o estudo de 
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novos produtos antimicrobianos. Ainda, o pequeno número de medicamentos 

disponíveis para o tratamento das infecções fúngicas, a maioria dos quais são 

fungistáticos, incentivam a procura de tratamentos alternativos (de Oliveira, Jorge e dos 

Santos, 2006). 

Apesar de haver disponíveis no mercado agentes antifúngicos, mais ativos e menos 

tóxicos além do uso de profilaxia antifúngica, a candidíase continua sendo associada a 

altas taxas de mortalidade (Kriengkauykiat, Ito, Dadwal, 2011). Neste contexto, a 

resistência antifúngica permanece crescente, conduzindo a falha terapêutica e 

consequentemente dificuldade no combate a infecções invasivas por espécies de 

Candida. A resistência clínica frequentemente está associada a concentrações inibitórias 

mínimas (CIMs) elevadas, sendo as principais causas de esquema terapêutico ineficaz 

utilização de doses inadequadas, interações medicamentosas e neutropenia grave (Lim 

et al., 2012). 

Evidências mostram que amostras de Candida isoladas de pacientes de UTIN 

apresentam susceptibilidade diminuída aos agentes antifúngicos, devido ao aumento 

expressivo do uso (Roidiles et al.,  2004). Assim, a determinação da susceptibilidade 

antifúngica dos agentes etiológicos é um passo importante na condução e eficácia do 

tratamento. Contudo, é necessário um tempo considerável para isolar, identificar os 

organismos e determinar seu perfil de resistência. O atraso no início do tratamento 

antifúngico aumenta o risco de morbidade e mortalidade em crianças, inclusive 

neonatos, e também a probabilidade de ocorrência de contaminação cruzada (Avila-

Aguero et al., 2005). 

As drogas mais utilizadas para o tratamento de candidíases em neonatos são 

pertencentes a quatro diferentes classes: poliênicos, incluindo anfotericina B 

desoxicolato e formas lipídicas, os azoles como o fluconazol e o voriconazol, os 

análogos das pirimidinas e as equinocandinas. Geralmente os fármacos de escolha para 

o tratamento de RNs acometidos por candidemia são a anfotericina B isolada ou 

combinada com fluocitosina, formulação lipossomal da anfotericina B ou fluconazol 

(Würthwein et al., 2005). Entretanto, o desenvolvimento de uma nova geração de azóis 

e equinocandinas tem aumentado as opções terapêuticas para o tratamento (Chapman, 

2007).  

Novos agentes antifúngicos estão disponíveis para tratar candidemia neonatal com 

base em ensaios clínicos em adultos, uma vez que ainda há poucos estudos 

comparativos de agentes antifúngicos em RNs e crianças (Blyth et al., 2011). Ensaios 
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clínicos randomizados para avaliar o uso profilático de antifúngicos sistêmicos 

profiláticas em prematuros de muito baixo peso e extremo baixo peso ao nascer existem, 

mas ainda não foram bem delimitados para guiar adequadamente o tratamento de 

infecções fúngicas invasivas em neonatos. Existe consenso que uma única hemocultura 

para Candida constitui evidência suficiente de infecção e que a terapia antifúngica 

apropriada deverá ser iniciada. Da mesma forma, considera-se componente essencial da 

terapia a remoção dos cateteres vasculares (Rex, et al., 2000; Aydemir et al., 2011).  

 

2.5.1 Poliênicos 

O mecanismo de ação dos poliênicos é baseado na interação específica com o 

ergosterol, esteróide constituinte exclusivo da membrana celular fúngica, conduzindo à 

formação de poros através de membranas lipídicas, com alteração da permeabilidade 

celular que permite, portanto, o escape de íons e metabólitos, principalmente íons de 

potássio ocasionando a morte celular (Odds et al., 2003). 

O espectro de ação in vitro desta classe de antifúngicos abrange leveduras, fungos 

dimórficos e a maioria dos fungos filamentosos oportunistas, sobre os quais exerce um 

efeito fungistático ou fungicida (Odds et al., 2003; Wingard e Leather, 2004). Dentre os 

antifúngicos poliênicos apenas a anfotericina B com suas diferentes formulações é 

usada para o tratamento de infecções fúngicas sistêmicas (Paramythiotou et al., 2014). 

A anfotericina B é produzida naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces 

nodosus, foi inicialmente isolada em meados de 1955 (Gold et al., 1956) e, desde então, 

apenas alguns agentes com ação antifúngica descoberta tornaram-se viáveis para o 

tratamento das infecções fúngicas sistêmicas.  Mesmo com a sua elevada toxicidade e a 

introdução de antifúngicos azólicos sistêmicos na década de 1980, a potência, o espectro 

de ação e os quase 50 anos de uso clínico têm assegurado que este antifúngico 

permaneça como fármaco de escolha no tratamento da maioria das micoses sistêmicas 

(Dismukes, 2000). Contudo, o uso deve ser limitado devido a problemas de 

tolerabilidade, salientando-se a nefrotoxicidade e as reações ligadas à infusão. Devido à 

semelhança das moléculas de ergosterol da parede celular fúngica e de colesterol da 

membrana celular dos mamíferos a anfotericina B liga-se também ao colesterol, 

causando alterações na molécula e provocando grande parte dos efeitos adversos. A 

emergência de resistências a este fármaco também começa a ter relevância clínica. 

Visando à diminuição da toxicidade deste antifúngico têm sido desenvolvidas 
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formulações lipossomais, porém o custo destas é elevado e a penetração renal pode ser 

menor (Zaoutiz et al., 2005). 

A anfotericina B desoxicolato (convencional ou Amb) teve aprovação para uso em 

adultos em 1958, e agora também vem sendo indicada para administração em crianças. 

É pouco absorvida após a administração oral, porém quando em via intravenosa é 

amplamente distribuída no corpo e pode ser detectada no fígado, baço e rins. Este 

fármaco tem uma meia-vida mais longa (15 horas) e maior potencial de acumulação em 

lactentes do que em adultos (Testoni, Smith, Benjamin, 2012).  

A penetração no líquido céfalo-raquidiano (LCR) em crianças também é maior do 

que em adultos, com concentrações séricas de 40-90%. Outro fato importante é que os 

produtos deste antifúngico tendem a ter penetração considerável no sistema nervoso 

central. A nefrotoxicidade é o principal efeito colateral observado com o uso de Amb. 

Visando a redução desta nefrotoxicidade, atualmente existem três formulações lipídicas 

de disponíveis: lipossomal (L-Amb ou AmBisome), anfotericina B complexo lipídico de 

(ABLC ou Abelcet)  e anfotericina B dispersão coloidal (ABCD ou Amphotec) . A 

Food and Drug Administration aprovou L-Amb para uso em crianças ≥ 1 mês de idade, 

ABLC para crianças ≥ 16 meses de idade, e ABCD para crianças e adultos (Testoni, 

Smith, Benjamin, 2012). 

Linder e colaboradores (2003) compararam a efetividade e tolerabilidade de três 

preparados antifúngicos, anfotericina B, anfotericina lipossomal e a anfotericina B em 

dispersão coloidal no tratamento da infecção por Candida. Todos os pacientes com 

creatinina sérica ≥1,2mg% receberam as preparações lipídicas: 56 RNs completaram o 

estudo, sendo 4 a termo e 52 pré-termos, incluindo 36 pré-termos extremos. Entre os 

grupos não se observou diferença de mortalidade. A esterilização do sangue foi obtida 

em 67,6% com o uso da Amb, em 83% com a ABLC e em 71% com ABCD. Os autores 

concluíram que estas duas preparações lipídicas parecem ser efetivas, seguras e bem 

toleradas em RNs pré-termos com sepses por Candida e insuficiência renal. 

Os escassos estudos de farmacocinética (PK) em RNs têm demonstrado níveis 

terapêuticos recomendados de anfotericina em regime de administração intravenosa de 

0,5 a 1 mg / kg / dia, embora variabilidade individual significativa foi observada.  A 

medicação deve ser diluída em soro glicosado a 5% (não utilizar soro fisiológico) e 

infundida em seis horas. O frasco e o equipo de soro devem ser protegidos da luz. O 

tratamento deve ser mantido até se atingir dose total Os efeitos colaterais da anfotericina 
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B são frequentes e potencialmente graves, sendo constituído por febre, nefrotoxicidade, 

hipopotassemia, necrose hepática e supressão da medula óssea (Chapman, 2007).  

A resistência a anfotericina B é incomum entre as principais espécies associadas 

com infecção neonatal. Na população adulta tem sido reportada frequentemente 

resistência por isolados de C. lusitaniae, e ocasionalmente por C. parapsilosis 

(Chapman, 2007). 

Em um estudo utilizando-se cepas isoladas de pacientes hospitalizados em todo o 

continente americano, C. albicans foi a espécie mais suscetível à Amb, verificado pela 

concentração mínima de 90% de inibição dos isolados (CIM90) de 1,0 mg/mL, seguida 

de cepas resistentes de C. glabrata (CIM90 4,0 mg/mL), C. parapsilosis (CIM90 4,0 

mg/mL) e C. krusei (CIM90 8,0 mg/mL) (Pfaller et al., 2002). 

No Rio Grande do Sul, Antunes e colaboradores (2004) avaliaram a suscetibilidade 

de 120 isolados de candidemia utilizando procedimentos padronizados pelo CLSI 

(M27-A2). Todos os isolados evidenciaram quanto a anfotericina B convencional CIMs 

< 1μg/mL, os quais foram considerados sensíveis. Recentemente, Colombo et al. (2006) 

num estudo multicêntrico sobre candidemias, envolvendo 11 centros médicos do Brasil, 

avaliaram 712 isolados frente à anfotericina B e não detectaram nenhum achado de 

resistência. 

Na Índia, Sharman e colaboradores (2011) em um estudo com neonatos portadores 

de candidemia, detectaram que houve 100% de sensibilidade à anfotericina B dentre os 

56 isolados obtidos distribuídos entre as seguintes espécies C. albicans (25%), C. 

tropicalis (35,7%), C. glabrata (17,8%), C. parapsilosis (16%), C. guillermondii (3,5%) 

e C. krusei (1,78%). Pemán et al. (2011) avaliaram 200 isolados de diferentes espécies 

de Candida provenientes de infecções  em crianças internadas em um hospital espanhol 

e verificaram que apenas um isolado, pertencente a espécie C. tropicalis, apresentou 

resistência a anfotericina B. Farooqi et al. (2013) ainda destacam a rara resistência a 

este fármaco, em sua pesquisa todos os isolados clínicos de Candida provenientes de 

infecções invasivas foram sensíveis a anfotericina B e ainda reforçam a confiabilidade 

de deste antifúngico como uma escolha empírica. 

 

2.3.2. Azólicos 

 

Os antifúngicos azólicos sistêmicos foram introduzidos no mercado na década de 80 

como drogas alternativas para o tratamento das micoses invasivas, principalmente em 
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indivíduos debilitados, cujo tratamento com anfotericina B não era possível devido a 

elevada toxicidade (Akins, 2005). Esses antifúngicos apresentam ação fungistática 

atuando na inibição do crescimento celular (Chapman, 2007). 

Os azóis são caracterizados por um anel pentagonal na estrutura molecular, o qual 

contém três átomos de carbono e dois de nitrogênio (imidazólicos), ou dois de carbono e 

três de nitrogênio (triazólicos). O mecanismo de ação está associado a inibição do 

citocromo P450 fungico, através da desmetilação do 14-alfa-lanosterol, com 

conseqüente diminuição do ergosterol celular. Com a depleção do ergosterol, a 

integridade da membrana celular fúngica fica comprometida (Margotto, 2012). 

Quatro compostos azólicos estão disponíveis para o tratamento de doenças fúngicas 

invasivas: itraconazol, fluconazol, voriconazol, ravoconazol e posaconazol. Para 

candidiases sistêmicas destaca-se o fluconazol e o voriconazol (Paramythiotou et al., 

2014). 

O fluconazol é um antifúngico pertencente a família dos triazóis de primeira 

geração, o qual age através da inibição da enzima 14-α-esterol demetilase,  necessária 

para a produção de ergosterol, um componente importante da membrana celular 

fúngica. É importante ressaltar que os azóis são fungistáticos, inibindo o crescimento 

celular, mas não são fungicidas (Chapman, 2007).  

Em infantes, o fluconazol é bastante utilizado para o tratamento de candidíase 

orofaríngea e sistêmica, e nos últimos anos também tem sido usado como tratamento 

profilático em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (Manzoni et al., 

2007). Esta droga é a principal alternativa à anfotericina B no tratamento de candidíase 

neonatal e tem sido muito bem estudada nesta população. Uma preocupação em relação 

ao uso desta droga é o surgimento de resistência, principalmente entre as espécies de 

Candida não-albicans como C. krusei e C. glabrata, também foi relatada a ocorrência 

de resistência em isolados de C. parapsilosis (Chapman, 2007). 

O uso de fluconazol parece ser seguro em RNs. Cinco ensaios clínicos controlados 

e randomizados, com 726 RNs prematuros, avaliaram o efeito do fluconazol e 

hepatotoxicidade, dois deles demonstraram aumentos estatisticamente significativos da 

AST e ALT, no entanto, nenhum destes foi considerado clinicamente relevante e as 

taxas normalizaram após a descontinuação do fluconazol (Kaufman et al., 2001; 

Kicklighter et al., 2001; Kaufman et al., 2005;  Manzoni et al., 2007; Parikh et al., 

2007).  
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Estudo avaliando hepatotoxicidade do fluconazol na profilaxia em crianças de 

extremo baixo peso demonstrou um risco aumentado de hiperbilirrubinemia conjugada, 

entretanto, estes valores também foram normalizados após a interrupção do antifúngco 

(Aghai et al., 2006). Aydemir et al., 2011 ainda destacam alterações laboratoriais em 

pacientes que recebem fluconazol e ressaltam que são incomuns; um aumento 

transitório das enzimas hepáticas foi visto em <5% de crianças e não foram verificadas 

reações adversas graves.  

Vários estudos randomizados relatam que o uso profilático de fluconazol diminuiu 

a incidência de doença invasiva (Parikh et al., 2007; Weitkamp et al., 2008; Aydemir et 

al., 2011). Embora a profilaxia com este fármaco diminua a ocorrência de candidíase 

invasiva em populações de alto risco, não se sabe se reduz a mortalidade em geral ou 

quais efeitos no neurodesenvolvimento podem estar associados em longo prazo. Existe 

também preocupação de que este procedimento possa aumentar a incidência de cepas 

resistentes (Manzoni et al., 2008). 

As propriedades farmacocinéticas de fluconazol são bem descritas em infantes. O 

volume de distribuição varia com a idade e é maior durante o período neonatal 

diminuindo na idade adulta. A depuração de fluconazol é mais rápida em crianças do 

que em adultos, com uma meia-vida média de 20 horas. Fluconazol é eliminado por via 

renal, portanto, ajustes de dosagem são necessárias em doentes com insuficiência renal 

significativa. No bebê prematuro, normalmente se faz um ajuste de dose quando há 

presença elevada de creatinina na urina (Testoni, Smith, Benjamin, 2012). 

Krcmery et al. (2001) estudaram candidemia em neonatos e crianças durante a 

terapia com fluconazol, sendo as únicas espécies identificadas como C. albicans e C. 

parapsilosis. Não houve relato de resistência ao fluconazol, mas foi observado 

concentração inibitória mínima ligeiramente maior entre os isolados obtidos de 

pacientes, cuja fungemia se desenvolveu seis dias ou mais tarde, após a introdução do 

tratamento profilático. 

Em relação ao uso do fluconazol uma preocupação é o surgimento de resistência, 

principalmente entre as espécies de Candida não-albicans como C. krusei e C. glabrata 

(Sabatelli et al., 2006), sendo também relatada em menor proporção a ocorrência de 

resistência em isolados de C. parapsilosis e C. tropicalis (Chapman, 2007). 

Pfaller e colaboradores (2005) em um estudo mundial de 6,5 anos verificaram 

dentre os isolados testados que a atividade de fluconazol permanece elevada contra C. 

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, apesar de ter sido observada resistência 
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considerável entre isolados de C. tropicalis e C. glabrata. Ainda em 2005, Sarvikivi e 

colaboradores relataram um caso incomum de cepas de C. parapsilosis provenientes de 

neonatos internados em UTIN, resistentes ao fluconazol, sendo a possível causa o uso 

indiscriminado deste antifúngico como profilático no hospital em estudo. 

Nos últimos anos no EUA, Europa e América do Sul a resistência aos azólicos tem 

aumentado, em particular ao fluconazol. Até 2005 raramente resistência a este farmáco 

era relatada (Pfaller e Diekema, 2007), mas dados a partir da segunda metade da década 

mostram um aumento significativo na resistência, sobretudo, de isolados nosocomiais 

(Pfaller et al., 2011).  

Entre os 51 isolados de candidemia avaliados por França, Ribeiro e Queiros-Telles 

(2008), cuja suscetibilidade a antifúngicos foi avaliada, três cepas de C. glabrata e uma 

de C. krusei apresentaram suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol. Em estudo 

conduzido por Mímica, et al. (2009) foram avaliados 100 isolados clínicos de Candida 

sp. provenientes de um hospital da cidade de São Paulo. Entre os azólicos, o fluconazol 

foi o antifúngico com maior espectro de ação; apenas as cepas de C. krusei, 

intrinsecamente resistentes à ação desse antifúngico, não apresentaram suscetibilidade. 

Favalessa, Martins e Hans (2010), em estudo brasileiro, avaliaram a ação de 

diversos antifúngicos frente a isolados clínicos de espécies de Candida e contataram 

que de todos os fármacos testados, o fluconazol foi aquele que contribuiu com maiores 

valores de CIM, sugerindo resistência para a maioria dos isolados, como se segue: C. 

krusei (100%), C. albicans (29,6%) e C. tropicalis (50%). 

Em 2011, Sharman e colaboradores, em um estudo indiano envolvendo recém-

nascidos com candidemia, relataram a ocorrência de resistência ao fluconazol em 17,8% 

dos 56 isolados obtidos, ocorrendo dentre as espécies: C. tropicalis (5), C. albicans (2), 

C. glabrata (1), C. parapsilosis (1), C. krusei (1). Em 2013, na África do Sul, Ballot et 

al. avaliaram candidemia em 59 neonatos, sendo identificada C. parapsilosis  em 54.2% 

dos casos, seguido por C. albicans (27.1%). Resistência ao fluconazol esteve presente 

em 16 dos 32 isolados de C. parapsilosis contra apena um dos 16 de C. albicans.  

Apesar de o fluconazol ser uma das drogas mais comumente utilizadas para o 

tratamento de infecções invasivas em neonatos por leveduras do gênero Candida o uso 

rotineiro de agentes antifúngicos empiricamente tem sido associado ao desenvolvimento 

de espécies de Candida resistentes e aumentado as infecções por espécies de Candida 

não-albicans. Estima-se que cerca de 10% dos isolados de C. albicans provenientes de 

amostras de sangue são resistentes ao fluconazol (Ferreira et al., 2012). 
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O voriconazol pertence à segunda geração dos triazóis que foi desenvolvida com o 

objetivo de ampliar o espectro de atividade (Pfaller et al., 2002). Possui elevada 

biodisponibilidade oral (90 %) e uma meia-vida de seis horas. A PK tem sido estudada 

em crianças de 2 a 11 anos, mas ainda não estão disponíveis para a população neonatal. 

É aprovado pelo Foods and Drugs Administration (FDA) para infantes ≥ 12 anos de 

idade. Possui facilidade de penetração no sistema nervoso central e é metabolizada pelo 

citocromo P4502C19 no fígado; polimorfismos genéticos na sequencia de DNA que 

codifica esta enzima desempenha um papel na sua PK (Walsh et al., 2004). 

Os níveis plasmáticos de voriconazol em crianças são variáveis, sobretudo em 

lactentes. Em um estudo com dez infantes com uma idade média de 17 meses, as 

concentrações deste medicamento foram muito variáveis e não se correlacionou com a 

dose administrada (Doby et al., 2012). Todas as faixas etárias experimentam os mesmos 

efeitos adversos: distúrbios visuais transitórios e fotossensibilidade, ainda elevação 

transitória leve dos níveis das enzimas hepáticas também foi observada (Walsh et al., 

2010; Shima et al., 2010). 

Turan et al. (2011) relataram a experiência do tratamento com voriconazol 

intravenoso de candidemia persistente em neonatos. Estes autores concluiram que 

considerando os efeitos perigosos de infecções por Candida em RNs prematuros, o 

voriconazol pode ser adicionado ao tratamento da sepse fúngica persistente associado ao 

uso de um antifúngico convencional. No entanto, mais informações clínicas são 

necessárias antes que esse medicamento possa ser utilizado como um fármaco de 

primeira linha. Este produto deve ser reservado como uma segunda (ou terceira) opção 

para o tratamento de infecção invasiva neonatal, principalmente no contexto de 

resistência aos outros fármacos de escolha (Testoni, Smith, Benjamin, 2012). 

Este fármaco mostra-se eficaz sobre muitas espécies de Candida, incluindo C. 

krusei, C. glabrata e algumas estirpes resistentes ao fluconazol. Apesar da boa eficácia 

vários pesquisadores têm alertado em relação ao uso em pacientes expostos previamente 

aos azóis, devido ao potencial de resistência cruzada, especialmente com cepas de C. 

glabrata resistentes a fluconazol (Alexander et al., 2005). A relevância clínica desta 

resistência cruzada tem sido documentada em uma série de casos. Embora a maioria dos 

isolados resistentes sejam de C. glabrata, também foi verificada a ocorrência de 

resistência cruzada em C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (Alexander et al., 

2005; Panackal et al., 2006). 
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Pfaller e colaboradores (2005), em um estudo mundial, verificaram que 

voriconazol continua bastante ativo contra espécies de Candida. É notável, no entanto, 

que a resistência a esta droga tem aumentado entre isolados de C. glabrata. Favalessa, 

Martins e Hans (2010), considerando o voriconazol, obtiveram dados que mostraram 

25,9% de resistência à C. albicans. No entanto, para a espécie C. krusei, o voriconazol 

demonstrou atividade in vitro, e não foram detectados isolados resistentes, mostrando 

que nos casos de espécies intrinsecamente resistentes ao fluconazol o voriconazol pode 

apresentar ação efetiva.  

Ademais, além dos polienos e azólicos, outra opção no tratamento de candidíase 

invasiva são as equinocandinas (Martinez, 2006). 

 

2.3.3. Equinocandinas 

 

As equinocandinas são lipopeptídeos semissintéticos com estrutura química de 

hexapeptídeos cíclicos ligados a uma cadeia lateral de ácido graxo. Compõem uma nova 

classe de antifúngicos que atuam em nível de parede celular, por inibição específica do 

(1,3)-β-D-glucana sintase, complexo enzimático que forma polímeros glucano, um dos 

principais componentes da parede celular dos fungos. Como os mamíferos não possuem 

parede celular o risco de toxicidade é menor em relação aos polienos e azólicos (Odio et 

al., 2004; Martinez, 2006).  

Os antifúngicos pertencentes a esta classe possuem grande peso molecular e pouca 

penetração no sistema nervoso central (SNC). No entanto, estudos realizados em uma 

série de experiências com modelos animais, seguido por ensaios farmacocinéticos em 

neonatos, demonstram que a micafungina e anidulafungin podem ser utilizados em 

dosagens mais elevadas para que os produtos possam alcançar com êxito as 

concentrações máximas para eliminação do micro-organismo dentro do SNC (Hope et 

al., 2008; Kang et al., 2009).   

Estes fármacos começaram a ser comercializadas no Brasil em 2000, com a 

introdução da caspofungina. Posteriormente em 2009, a anidulafungina foi introduzida 

como uma alternativa para o tratamento de candidíase invasiva em pacientes adultos 

não-neutropênicos (Bormann e Morrison, 2009). Em geral, as equinocandinas exibem 

uma potente atividade fungicida in vitro e in vivo contra espécies de Candida, incluindo 

patógenos resistentes aos azólicos (Chen et al., 2010).  
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Devido ao perfil terapêutico e os níveis de segurança favoráveis, o uso de 

equinocandinas em pacientes críticos tem exibido um rápido aumento e existem 

diretrizes para administração destes medicamentos como tratamento primário para 

candidíase invasiva. No entanto, este recente aumento do uso de equinocandinas tem 

levantado temores sobre o surgimento de resistência, mas até o presente momento este 

fenômeno continua raro. Estudos mostram uma menor susceptibilidade a estes fármacos 

por algumas espécies de Candida, a exemplo de C. parapsilosis e C. guilliermondii 

(Bal, 2010; Walker et al., 2010). Outra preocupação em relação ao tratamento é o 

elevado custo (Glockner, 2011). 

Adicionalmente na atividade contra espécies de Candida os CIMs das três 

equinocandinas são menores do que os da anfotericina B e fluconazol, exceto para C. 

parasilopsis e C. guilliermondii, contra os quais são semelhantes ou maiores. Em 

contrapartida, as infecções por estas espécies apresentam resposta in vivo quando 

tratadas com equinocandinas, mesmo não apresentando susceptibilidade in vitro (Cortés 

e Russi, 2011). 

A caspofungina é um derivado semissintético da pneumocandina B, produto natural 

de Glarea lozoyensis. Tem atividade contra Candida spp. e Aspergillus spp. e seu uso é 

aprovado pela FDA para adultos e crianças acima de três meses de idade. É um 

antifúngico que passa por metabolismo hepático e possui meia-vida de 9-10 horas, 

portanto em pacientes com insuficiência renal não é necessário ajuste de dose, no 

entanto, a diminuição da dosagem diária é necessária em pacientes com insuficiência 

hepática (Arathoon et al., 2002; Stone et al., 2002, Martinez, 2006). 

Em crianças, o uso principal da caspofungina é para casos refratários de candidíase 

invasiva ou em terapia combinada (Cesaro et al., 2007). Mais recentemente, alguns 

estudos têm mostrado o uso da medicação como o principal tratamento para a 

candidíase invasiva (Zaoutis et al., 2009) ou para a terapia antifúngica empírica 

(Maertens et al., 2010). Contudo, a eficácia de caspofungina contra candidíase do SNC 

ainda não foi demonstrada.  

Os eventos adversos mais comuns são febre, dor de cabeça e erupção cutânea. 

Aumento das transaminases hepáticas e hipocalemia podem ser relatados (Maertens et 

al., 2010). Entretanto, um estudo com 18 crianças (idade gestacional 24-41 semanas), 

94% dos pacientes apresentou um ou mais sintoma adversos, porém nenhum foi 

considerado relacionado com o uso caspofungina (Walsh et al., 2005). 
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Pfaller et al. (2006) realizaram um estudo sobre susceptibilidade a caspofungina por 

agentes de candidemia por um período de quatro anos. Dos 8.197 isolados os resultados 

por espécies (expressas como percentagem CIM50/CIM90 e inibição a ≤ 1 µg / ml) 

foram os seguintes: C. albicans, 0.03/0.06, 99,9; C. glabrata, 0.03/0.06, 99,9; C. 

parapsilosis, 0.5/0.5, 99,0; C. tropicalis, 0.03/0.06, 99,7; C. krusei, 0.12/0.5, 99,0, e C. 

guilliermondii, 0,5 / 1, 94,4. Dos 25 isolados com CIMs de caspofungina maiores do 

que 1µg/ml, 12 isolados foram C. parapsilosis, seis C. guilliermondii, dois C. rugosa, e 

um C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae e C. tropicalis. 

Em 2011, os mesmo autores, determinaram a atividade antifúngica da caspofungina 

novamente contra 5.346 isolados de Candida provenientes de infecções hematogênicas. 

A distribuição das espécies foi C. albicans (54%), C parapsilosis (14 %), C. glabrata 

(14 %), C. tropicalis (12%), C. krusei (3%), C. guilliermondii (1%) e 2 % de outras 

espécies de Candida. No geral, a caspofungina apresentou boa atividade frente estas 

espécies, ocorrendo raros casos de resistência em isolados de C. parapsilosis, C. 

glabrata, C. tropicalis e C. guilliermondii (Pfaller et al., 2011). 

A micafungina apresenta atividade de amplo espectro contra patógenos 

clinicamente importantes, inclusive contra de C. albicans resistentes aos azólicos. 

Possui ação fungicida frente a Candida spp e fungistática contra Aspergillus spp. 

(Hatano et al., 2002). 

A forma intravenosa é a única via de administração e nos Estados Unidos o seu uso 

é aprovado tanto para adultos quanto crianças e neonatos. Tem uma meia-vida de 

aproximadamente 12 horas em adultos e as maiores concentrações da droga são 

detectadas nos pulmões, fígado, baço e rins. É metabolizada principalmente no fígado e 

poucas interações medicamentosas são descritas. A excreção fecal é a principal via de 

eliminação (Infante-Lopez e Rojo-Conejo, 2009; Yamada et al., 2011). 

Dentre as equinocandinas, a micafungina é a que apresenta melhor descrição para 

população pediátrica e neonatal. O depuramento deste fármaco em prematuros é mais 

rápido do que em crianças mais velhas e em adultos (Yanni et al., 2011). 

Lyon et al. (2010) em um estudo multicêntrico avaliaram a susceptibilidade a 

micafungina de 5.900 isolados clínicos e detectaram que este fármaco exibiu excelente 

atividade contra todas as espécies de Candida, com a taxa global de susceptibilidade de 

99,8%. A espécie com CIMs mais elevados foi C. parapsilosis (CIM90 = 1µg/ml), no 

entanto, quando comparada a caspofungina a maioria dos isolados estudados 

apresentaram CIMs discretamente menores para micafungina. 
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A resistência a anidulafungina parece ser rara, mesmo entre os isolados resistentes 

ao fluconazol ou anfotericina B. Esta droga foi bem estudada na população adulta, mas 

os estudos de farmacocinética e de tratamento ainda estão em andamento e / ou em 

desenvolvimento na população neonatal (Odio et al., 2004).  

Ghannoum e colaboradores (2009) evidenciaram que a caspofungina e micafungina 

se comportam de forma similar entre si; porém, diferentemente das demais, a 

anidulafungina possui uma cadeia lateral substituída por outra de origem sintética a qual 

potencializou a atividade antifúngica. Este fármaco é recomendado para o tratamento de 

candidemia e candidíase esofágica em adultos neutropênicos. A administração segura 

em crianças menores de dois anos ainda está sendo investigada. Devido a falta de 

estudos do uso em infantes, até o momento a sua utilização não é recomendada nesta 

população.  Adicionalmente, a anidulafungina é a única equinocandina que não sofre 

metabolismo hepático, sendo lentamente degrada no plasma humano; não sendo, 

portanto, necessário o ajuste da dosagem para prevenir insuficiência renal ou hepática 

(Cohen-Wolkowiez et al., 2009; Arnold et al., 2010). 

Cohen-Wolkowiez e colaboradores (2011) administraram anidulafungina por via 

intravenosa em 15 pacientes com menos de 18 meses de idade, em uma dose de ataque 

de 3 mg/kg no primeiro dia e  manutenção diária com a dosegem de 1,5 mg/kg. Entre os 

pacientes, havia oito RNs com uma idade gastacional média de 27 semanas. Os bebês 

que receberam 1,5 mg/kg/dia tiveram exposição e efeitos da anidulafungina semelhantes 

aos de crianças que receberam a dose baseada no peso.  

A dose adequada deste fármaco em crianças para alcançar uma penetração no SNC 

ainda é desconhecida. Apesar da anidulafungina ser bem tolerada na população 

pediátrica, ocorreram efeitos adversos em alguns pacientes, sendo a variação transitória 

no teste de função hepática a mais comumente relatada (Cohen-Wolkowiez et al.,  

2011). 

Pfaller e colaboradores em 2005 avaliaram 2.500 isolados de Candida frente à 

anidulafungina, que se mostrou muito eficaz contra as espécies deste gênero. As 

espécies mais susceptíveis foram C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. 

kefyr, equanto as que apresentaram menor sensibilidade foram C. parapsilosis, C. 

lusitaniae, e C. guilliermondii. Em um estudo conduzido por Reboli e colaboradores 

(2007) anidulafungina mostrou eficácia de 15,4% maior contra espécies de Candida do 

que o fluconazol. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS CLÍNICAS 

 Antecedendo as coletas, o projeto passou pela aprovação do comitê de ética em 

pesquisa sob o registro CAAE0246.0.099.000-10. 

 As coletas das 243 amostras clínicas foram realizadas nas Unidades de Terapia 

Intensiva Neonatal do Hospital Agamenon Magalhães, Hospital Memorial Guararapes e 

Hospital das Clínicas no período de janeiro de 2012 a setembro de 2014.  

O material biológico analisado foi indicado através de solicitação médica. 

Espécimes clínicos de sangue foram coletados por profissionais de saúde dos referidos 

hospitais através de punção asséptica venosa ou arterial. As amostras coletadas foram 

encaminhadas ao Laboratório de Micologia Médica da Universidade Federal de 

Pernambuco para realização do diagnóstico micológico. 

  

3.2 MANIPULAÇÃO DAS AMOSTRAS CLÍNICAS 

 

O processamento das amostras clínicas para exame direto ocorreu sem adição de 

corante ou clarificante. Concomitantemente, o material biológico foi semeado em 

duplicata na superfície do meio Sabouraud Dextrose Agar (SAD) e ágar “Brain Heart 

Infusion” (BHI) adicionados de 50 mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri e 

mantidos à temperatura de 30º C e 37º C por um período de até 15 dias. Após o 

surgimento das colônias, estas foram purificadas e, posteriormente, identificadas. 

 

3.3 PURIFICAÇÃO DAS CULTURAS 

 

 As leveduras foram purificadas a partir de fragmentos da colônia suspensos em 

água destilada esterilizada adicionada de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensão 0,2mL 

foram semeados por esgotamento na superfície do meio SDA com antibiótico contido 

em placas de Petri. Posteriormente, as colônias foram semeadas em tubos de ensaio 

contendo meio SDA com extrato de levedura para posterior identificação (Barnnet et 

al., 2000; De Hoog et al., 2000). 
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3.4  IDENTIFICAÇÃO DOS AGENTES ETIOLÓGICOS 

 

A identificação foi realizada com base na taxonomia clássica através análise de 

parâmetros quanto às características macroscópicas (bordos, textura e coloração do 

verso e reverso das colônias, produção de pigmentos e tempo de crescimento), 

microscópicas (estruturas somáticas e reprodutivas) e fisiológicas/bioquímicas 

(assimilação de compostos de carbono e nitrogênio, fermentação de fontes de carbono e 

produção de ácido acético) (Barnett et al., 2000; Hoog et al., 2000), produção de urease, 

(Lacaz et al., 2002). A confirmação foi procedida ainda pelo sistema automatizado 

VITEK2, espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) (Lima-Neto et al., 2014) e 

quando necessário foi realizado sequenciamento das regiões ITS1 e ITS4 do RNAr 

(White et al., 1990).  

 

3.4.1 Identificação clássica 

 

Formação de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporo 

A verificação da formação de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporos 

foi realizada a partir de crescimento em 3 mL de CornMeal agar (ágar-fubá) , 

posteriormente foi depositado em lâmina contida sobre um suporte de vidro em forma 

de U no interior de uma placa de Petri. Após solidificação do meio, a levedura foi 

semeada com auxílio de uma agulha em “L”, fazendo-se duas estrias paralelas, as quais 

foram recobertas com lamínula esterilizada. Para evitar a dessecação do meio, o 

procedimento foi realizado em câmara úmida, acrescentando-se 2 mL de água destilada 

esterilizada à placa durante o período de incubação do teste. A visualização das 

estruturas através de microscopia foi feita após 24h, 48h e 72h (Lodder, 1970). 

Produção de ascos e ascosporos 

As amostras foram cultivadas em ágar Gorodkowa a 28ºC por 15 dias. Ao fim deste 

período foi avaliada quanto a produção de ascos e ascosporos, bem como suas 

características taxonômicas (Barnett; Paine; Yarrow, 2000). 

Fermentação de fontes de carbono (Zimograma) 

Para a realização do teste, tubos longos de 150 por 12mm, contendo tubos de 

Durham invertidos de 50mm x 6mm foram preenchidos com água peptonada acrescida 

das fontes de carbono na concentração de 4%. Em seguida, foi adicionado 100µL da 

suspensão de leveduras ajustada de acordo com a escala 0,5% de MacFarland. Os tubos 
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foram incubados a 28ºC por 10 dias e observados diariamente para verificação da 

produção de dióxido de carbono (Barnett; Paine; Yarrow, 2000). 

Assimilação de fontes de carbono e nitrogênio (Auxonograma) 

Para execução do teste, foram realizadas suspensões de cada espécie de levedura em 

água com extrato de levedura de acordo com a escala 0,5 de MacFarland. Em seguida, 

essas foram semeadas pour plate em meio isento de carboidratos. Após solidificação, 

foram adicionadas as fontes de carbono e nitrogênio e as placas mantidas a 28ºC por 

três dias, sendo realizada leitura diária para verificar em quais fontes de carbono e 

nitrogênio houve crescimento da levedura, caracterizando a sua capacidade assimilativa 

( Barnett, Paine e Yarrow, 2000).  

Produção de ácido  

As leveduras foram semeadas em meio sólido contendo 5% de glicose e 0,5% de 

carbonato de cálcio. Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura de 

25±3ºC e avaliadas por até cinco dias. A produção de ácido foi considerada positiva seu 

halo claro ao redor das colônias (Barnett; Paine; Yarrow, 2000).  

Hidrolise da Uréia  

As amostras com até 48h de crescimento foram semeadas em Ágar Christensen e 

incubadas a 37ºC. Os tubos foram examinados por três a cinco dias a fim de verificar a 

mudança de cor (amarelo para rosa), indicando a produção de urease (Barnett; Paine; 

Yarrow, 2000). 

 

3.4.2 Identificação proteômica por MALDI-TOF MS 

 

Os isolados também foram submetidos à análise direta por espectrometria de massa 

(MALDI-TOF Autoflex III Bruker Laser nd:yag smartbeam, Bruker Daltonics Inc., 

USA/Germany). 

O cultivo e manutenção dos isolados de Candida foi feito em meio Dextrose 

Peptona Extrato de Levedura (YEPD). Células de Escherichia coli, utilizadas como 

padrão, foram cultivadas e mantidas em meio ágar Luria-Bertani (LB). Trichophyton 

rubrum foi cultivado em YEPD e incorporado nas análises como um controle externo. 

Incubações foram padronizadas em 20h e as linhagens se desenvolveram aerobicamente 

a 37°C.  

Fragmentos de células (cerca de 50µg) foram diretamente transferidos do meio de 

cultura para 48 anéis da placa, sendo adicionado sobre todas as amostras de leveduras 
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0,5 µL de ácido fórmico a 25% e misturado levemente com o material biológico. Após a 

total evaporação do meio líquido, adicionou-se 0,5 µL da solução matrix (75 mg/mL de 

2,5-ácido dihidroxibenzóico [DHB] em etanol/água/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de 

ácido trifluoroacético [TFA]). Para E. coli a adição da solução matrix foi realizada sem 

tratamento prévio com ácido fórmico. 

Todas as amostras foram cristalizadas em temperatura ambiente (20  2 °C). Em 

seguida, cada amostra foi transferida em duplicata para testar a reprodutibilidade. 

(Putignani et al., 2010; Veen et al., 2010). 

Os espectros para determinação do perfil protéico dos isolados foram obtidos 

através de um laser de nitrogênio (337 nm), cuja a intensidade foi ajustada ligeiramente 

acima do limiar para a produção de íons. E. coli DH5 com conhecido valores de massa 

das proteínas ribossomais foi usada para calibração.  

A variação de massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrado usando modo linear com 

pulso de 104 ns em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados através da 

soma de 20 tiros de laser acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por amostra, 

levando a um total de 10.800 disparos de laser somados por espectro. A lista de picos 

obtidos foi exportada ao software SARAMIS™ (Spectral Archiving and Microbial 

Identification System, AnagnosTec, Postdam-Golm, Germany, www.anagnostec.eu) 

onde as identificações finais foram alcançadas. Identificação através do software 

SARAMIS™ foi baseada na presença ou ausência de cada pico no espectro. 

 

3.4.3 Identificação molecular  

 

Obtenção de biomassa e extração do DNA  

Para análise molecular foi obtida massa celular das culturas crescidas em 2mL 

de meio extrato de levedura, peptona e dextrose a 30°C sob agitação de 220 rpm, por 16 

h, até a densidade de 2 x 10
8 

células/mL. A extração do DNA e a verificação da 

qualidade e quantidade do DNA extraído foram realizadas de acordo com Xu et al. 

(2000).  

Sequenciamento dos produtos da PCR 

Os produtos purificados após amplificação foram sequenciados bidirecionalmente 

utilizando-se o kit Taq DyeDeoxy Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied 

Biosystems, Gouda, Holanda), de acordo com as instruções do fabricante. Os 

iniciadores utilizados para o sequenciamento foram os mesmos empregados na 

http://www.anagnostec.eu/
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amplificação, com dois iniciadores a mais para a região ITS (ITS1 e ITS4). A reação de 

sequenciamento foi realizada em uma placa de 96 poços, cada um contendo um produto 

de PCR purificado diluído em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e um mix 

preparado especificamente para cada iniciador. O volume final em cada poço da placa 

sfoi de 15 μL na qual continha 40–80 ng de DNA (4 μL de DNA diluído em 2 μL de 

água DEPC), 2 μL de pré-mix Taq DyeDeoxy, 4 μL de tampão de sequenciamento e 3 

μL de iniciador a 2 pmol/μL. Posteriormente, a placa preparada foi ciclada num 

termociclador Perkin-Elmer 2400 (Cetus Corporation, Emeryville, California, EUA), 

em 25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 1 minuto a 60°C. 

Após a ciclagem, os produtos da reação de sequenciamento foram precipitados a fim 

de eliminar o excesso de iniciadores, sais, dNTPs e ddNTPs não incorporados. 

A cada orifício ou poço da placa de 96 poços foram adicionados 2,0 µL de EDTA 

125 mM e 3,0 µL de acetato de sódio 3 M. Em seguida, 55 µL de etanol absoluto foram 

adicionados a cada poço da placa de sequenciamento, sendo esta vedada, 

homogeneizada e incubada por 15 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente. 

Após a incubação, a placa foi centrifugada por 35 minutos a 3700 rpm e 20°C. Nesta 

etapa ocorreu a precipitação das moléculas de DNA. Após a centrifugação, o etanol foi 

descartado e os pellets lavados com 70 µL de etanol 70% e a placa novamente 

homogeneizada e centrifugada por 15 minutos a 3700 rpm e 4°C. Em seguida, o etanol 

foi descartado por inversão e o excesso retirado por evaporação a 95°C. 

Após a precipitação, os fragmentos foram submetidos a uma etapa de desnaturaçã e 

para tanto, 15 µL de formamida HiDi (Applied Biosystems, Gouda, The Netherlands) 

foram adicionados a cada um dos poços da placa. A placa foi vedada com uma septa 

específica para separação eletroforética em capilar, homogeneizada por 20 segundos e 

incubada a 94°C por 3 minutos, seguida de um choque térmico em gelo por 1 minuto. O 

sequenciamento foi realizado por separação eletroforética em capilar em um 

sequenciador modelo ABI Prism 3130 Genetic Analizer (Applied Biosystems). 

Os dados do sequenciamento foram coletados com o software AutocAssembler 

(Applied Biosystems). Após a coleta, os dados passaram por uma inspeção de qualidade 

por meio do Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems).  

Posteriormente, a edição e análise manual das sequências foram realizadas no 

Sequencher DNA Sequence Assembly Software 4.1.4 (Gene Codes Corporation, EUA) e 

no SeqMan (Lasergene, Madison, WI). A sequência gerada por cada um dos iniciadores 

utilizados no sequenciamento de um dado fragmento de DNA foi analisada, a princípio 
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separadamente e, em seguida, agrupada com as demais sequências do mesmo 

fragmento, a fim de gerar o contig ou sequência consenso. Então, as sequências 

passaram por uma inspeção na qual foram corrigidas as ambiguidades. A partir de 

então, as sequências foram investigadas quanto à sua composição de bases. 

Após edição completa dos contigs, estes foram submetidos ao BLAST na base de 

dados do GenBank através da página web do NCBI a fim de investigar a 

correspondência na identificação das espécies. 

 

3.5  DIFERENCIAÇÃO DE LEVEDURAS DO COMPLEXO CANDIDA 

PARAPSILOSIS 

 

 As leveduras identificadas como C. parapsilosis pelo método clássico e 

automatizado foram selecionadas e o DNA foi extraído como descrito anteriormente, 

para posterior realização da técnica de RAPD-PCR com o objetivo de diferenciar as três 

espécies do complexo. 

Foram utilizados os primers RP2 (5'-AAGGATCAGA-3´) e  RP4-2 (5'-

CACATGCTTC-3´).  A reação de RAPD foi procedida de acordo com o protocolo 

proposto por Lehmann et al. (1992) com algumas modificações. 

 Cada reação foi composta por uma mistura contendo 10 ng de DNA genômico; 

200 µM de dNTP; 8µM do primer apropriado; 0,5 U de Taq DNA polimerase no 

tampão de PCR fornecido pelo fabricante e 2,7µM de MgCl2. O volume final da mistura 

da reação foi de 25µl. 

Os produtos da PCR foram amplificados em termociclador Flexigene 

Thermocycler (Techne, Cambridge, United Kingdom) programado para primeiro ciclo 

de desnaturação por 5 minutos (min) a 94ºC; seguido por 40 ciclos de 1 min a 94ºC, 1 

min a 36ºC e 2 min a 72ºC cada; a extensão final foi de 10 minutos a 72ºC.  

Os produtos resultantes da amplificação do DNA foram separados por 

eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etídio (0.5 mg/ml); Sendo 

utilizado TAE (40 mM Tris [pH 8.0], 1 mM EDTA) como tampão de corrida, e um 

marcador de DNA de 100-bp. As bandas de DNA foram visualizadas através de 

iluminação com ultravioleta.  
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3.6 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 

 Foram avaliados os seguintes parâmetros: condições maternas durante a 

gestação, prematuridade, sexo, peso, condição do neonato ao nascer, agentes etiológicos 

identificados e número de óbitos atribuíveis à infecção fúngica, através de acesso aos 

prontuários dos pacientes diagnosticados com candidemia, bem como o preenchimento 

do formulário epidemiológico (Apêndice 1).   

 

3.7 ANÁLISE DA VIRULÊNCIA 

 

3.7.1 Cultura de células HeLa 

Para estudar a adesão de Candida ao epitélio três processos principais foram 

realizados: preparação de células epiteliais, testes de adesão e quantificação da extensão 

da adesão, seguindo a metodologia proposta por Negri et al. (2011).  

Preparo das células 

Células HeLa provenientes da ATCC (“American Type Cell Collection”) e 

cedidas pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul, RS, foram mantidas 

congeladas em nitrogênio líquido. Após serem lentamente descongeladas, as células 

foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM; Gibco) contendo 

10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S; Gibco) e 

foram incubadas a 37 ºC em estufa a 5% de CO2. 

Depois de atingir 80% de confluência, as células foram separadas utilizando 

25% solução de tripsina-EDTA (Gibco); a concentração celular final foi ajustada em 

câmara de Neubauer a 1x10
6 

células/ml em meio D-MEM sem P/S. Em seguida, 1 ml da 

suspensão foi adicionado às cavidades de uma placa de 24 poços e incubou-se a 37 ºC 

sob 5% de CO2 durante 24 horas. Antes dos ensaios de adesão, os poços foram lavados 

duas vezes com PBS.  

Teste de Adesão 

Para realização do teste de adesão, as células de leveduras cultivadas em SDA 

incubadas a 37 ºC por 18 horas foram suspensas em meio D-MEM, sem vermelho de 

fenol, ajustando uma concentração final de 1x10
7
 leveduras/ml em câmara de Neubauer. 

Em seguida, 1 ml desta suspensão foi adicionado a cada poço de placa de 24 poços 
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cobertos com uma camada confluente de células HeLa. Após 2 horas de incubação a 

37ºC e 5% de CO2, cada poço foi lavado com PBS para remover leveduras não aderidas. 

Contagem de células  

As leveduras aderidas foram quantificadas usando o método de coloração com cristal 

violeta (CV), de acordo com Negri et al. (2010). 

 

3.7.2 Formação de biofilme 

A avaliação da capacidade de formação de biofilme foi realizado utilizando o 

método visual descrito por Pfaller et al. (1995). Os isolados foram semeados no meio 

SDA contido em placas de Petri e mantidas a 35ºC por 24 horas. Posteriormente, foi 

realizada uma suspensão em salina com concentração final de 10
6
 UFC/mL. Dessa 

suspensão, 20µl foram inoculados em 180µl de ágar Sabouraud líquido contido nos poços 

de microplacas de 96 poços, mantidas a 35ºC por 24 horas sem agitação. Em seguida o 

conteúdo foi aspirado e os poços lavados com água destilada e sobre estes, adicionado o 

corante safranina para realização de avaliação de acordo com a intensidade da coloração.  

Interpretação: fraca coloração, lidos como 1+; coloração mediana 2+ a 3+ e 

fortemente corada 4+ representando aderência fraca, moderada e forte, respectivamente. 

 

3.8 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA IN VITRO 

 

Os testes de susceptibilidade in vitro foram realizados segundo o método de 

microdiluição em caldo, de acordo com a padronização publicada nos documentos M27-

A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2008), e M27-S4 do CLSI 

(2012).  

No ensaio foram incluídas linhagens do American Type Culture Collection 

(ATCC), recomendadas pelo método: Candida krusei ATCC6528, C. parapsilosis 

ATCC22019 e C. tropicalis ATCC750. 

Dois poços controles, isentos de antifúngico e fungos, foram incluídos no ensaio.  

Preparação dos antifúngicos 

 Soluções estoque de anfotericina B, micafungina, caspofungina e 

anidulanfungina foram preparadas utilizando como diluente o dimetisulfóxido (DMSO). 

A diluição de fluconazol e voriconazol foram preparadas com água deionizada. 

Meio de Cultivo 
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 O meio de cultura utilizado foi o RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, 

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) com L-glutamina, 2,0g/L de glicose, sem 

bicarbonato de sódio e tamponado com ácido 3-(N-morfolino) propanosulfônico 

(MOPS) a concentração final de 0,165 mol/L e pH 7,0.  

Preparação do inóculo 

 Das colônias de leveduras crescidas por um período de 24 horas em meio SDA 

foram preparadas suspensões em 5mL de solução salina estéril 0,145 mol/L (8,5g/L 

NaCl; salina a 0,85%) cuja concentração final foi de 10
6
 células/mL.  

 A suspensão resultante foi agitada em vórtex durante 15 segundos e a densidade 

celular, ajustada em espectrofotômetro com comprimento de onda a 530 nm, 

acrescentando-se solução salina suficiente para obter a transmitância equivalente de 

uma solução-padrão da escala de McFarland 0,5 para uma suspensão-padrão de 

levedura contendo 1 x 10
6
 a 5 x 10

6
 células por mL. A suspensão de trabalho foi 

ajustada a 1:100 seguida de uma diluição de 1:20 da suspensão-padrão com meio RPMI 

1640, resultando em uma concentração de 5,0 x 10
2
 a 2,5 x 10

3
 células/mL. 

Teste de susceptibilidade in vitro 

Para o teste da Concentração Inibitória Mínima (CIM), foi utilizado 0,1 mL de 

cada droga nas concentrações: anfotericina B (0,03 a 16 µg/mL), micafungina (0.01 a 8 

µg/ml), caspofungina (0.01 a 8 µg/ml),  anidulafungina (0.01 a 8 µg/ml), voriconazol 

(0.03 a 16 µg/ml) e fluconazol (0,12 a 64 µg/mL). As placas foram mantidas a 35ºC e a 

determinação da concentração inibitória mínima dos antifúngicos foi realizada por 

observação visual a cada 24 horas para as equinocandinas e 48 horas no caso da 

anfotericina B e azólicos. 

A concentração fungicida para a anfotericina B foi representado pelo poço onde 

ocorrer 100% na inibição do crescimento fúngico e para as equinocandinas, 

voriconazol, bem como fluconazol, pelo poço que corresponder a inibição de 50% do 

crescimento quando comparado ao poço controle positivo. 

Na leitura o fungo foi considerado resistente quando apresentou CIM > 1 µg/ml 

para anfotericina B. Para as equinocandinas e azólicos, os CIMs passaram a ser espécie-

específicos de acordo com documento M27-S4 (CLSI 2012), e estão demonstrados na 

Tabela 1 e Tabela 2.  
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Tabela 1. Interpretação de testes de susceptibilidade antifúngica in vitro de isolados de 

Candida spp. frente às equinocandinas segundo a padronização do documento M27-S4 

(Clinical Laboratory and Standards Institute - CLSI 2012). 

Agente antifúngico Espécie CIM (µg/ml) 

S I R 

 

 

Anidulafungina 

Candida albicans ≤0,25 0,5 ≥1 

C. glabrata ≤0,12 0,25 ≥0,5 

C. tropicalis ≤0,25 0,5 ≥1 

C. krusei ≤0,25 0,5 ≥1 

C. parapsilosis ≤2,0 4 ≥8 

C. guilliermondii ≤2,0 4 ≥8 

 

 

Caspofungina 

C. albicans ≤0,25 0,5 ≥1 

C. glabrata ≤0,12 0,25 ≥0,5 

C. tropicalis ≤0,25 0,5 ≥1 

C. krusei ≤0,25 0,5 ≥1 

C. parapsilosis ≤2,0 4 ≥8 

C. guilliermondii ≤2,0 4 ≥8 

 

 

Micafungina 

C. albicans ≤0,25 0,5 ≥1 

C. glabrata ≤0,06 0,12 ≥0,25 

C. tropicalis ≤0,25 0,5 ≥1 

C. krusei ≤0,25 0,5 ≥1 

C. parapsilosis ≤2 4 ≥8 

C. guilliermondii ≤2 4 ≥8 

S: Sensível; I: Intermediário; R: Resistente; CIM: Concentração Inibitória Mínima. 
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Tabela 2. Interpretação de testes de susceptibilidade antifúngica in vitro de isolados de 

Candida spp. frente ao fluconazol e ao voriconazol segundo a padronização do 

documento M27-S4 (Clinical Laboratory and Standards Institute - CLSI 2012). 

Agente antifúngico Espécie CIM (µg/ml) 

S DD R 

 

 

Fluconazol 

Candida albicans ≤2 4 ≥8 

C. glabrata - ≤32 ≥64 

C. krusei - - - 

C. parapsilosis ≤2,0 4 ≥8 

C. tropicalis ≤2,0 4 ≥8 

 

 

Voriconazol 

C. albicans ≤0,12 0,25-0,5 ≥8 

C. glabrata - - - 

C. krusei ≤0,5 1 ≥2 

C. parapsilosis ≤0,12 0,25-0,5 ≥1 

C. tropicalis ≤0,12 0,25-0,5 ≥1 

S: Sensível; DD: Dose-dependente; R: Resistente; CIM: Concentração Inibitória 

Mínima. 
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4 ANÁLISE DE RESULTADOS 

 

4.1 DIAGNÓSTICO MICOLÓGICO E IDENTIFICAÇÃO DOS AGENTES 

ETIOLÓGICOS 

Foram obtidas, nas UTINs dos hospitais públicos, 243 amostras de sangue 

provenientes de 201 neonatos. O diagnóstico micológico foi baseado na presença de 

estruturas em parasitismo nas amostras de sangue ao exame direto, sendo observadas 

células de leveduras ovais, hialinas e brotantes e no isolamento em cultura de Candida 

(Figura 1A e 1B).   

A partir destes pacientes foram diagnosticados 16 casos de fungemia por espécies de 

Candida, o que implica numa incidência de 8% aproximadamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. A – Exame direto de amostra de sangue evidenciando células de leveduras 

brotantes, ovais e hialinas; B – Cultura de Candida sp. após 24 horas de semeio de 

hemocultura e incubação a 37ºC. 

 

A identificação dos agentes etiológicos foi baseada na taxonomia clássica, método 

automatizado e espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) sendo observada uma 

prevalência de leveduras do complexo C. parapsilosis com oito isolados, seguindas por 

C. albicans (3), C. haemulonii (2), C. guilliermondii (1), C. famata (1) e C. glabrata (1) 

(Tabela 3).  

 

 

A B 
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Tabela 3. Agentes etiológicos de candidemia de recém-nascidos hospitalizados em 

Unidades de Terapia Intensiva Neonatal 

Espécies identificadas Número de isolados 

Complexo Candida parapsilosis 08 

C. albicans 03 

C. haemulonii 02 

C. guilliermondii 01 

C. famata 01 

C. glabrata 01 

 

 

Os isolados de C. famata e C. guilliermondii foram diferenciados através da 

taxonomia molecular com o uso de primers espécie-específico. Os isolados 

identificados como C. haemulonii foram submetidos ao sequenciamento, sendo uma 

sequencia depositada no GenBank com o código de acesso KJ934715, o mesmo isolado,  

também teve sua morfologia avaliada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) conforme ilustrado na Figura 2.  

 

Figura 2. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) evidenciando 

células de leveduras esféricas e ovóides, brotantes e isoladas de 

Candida haemulonii. 
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4.2 DIFERENCIAÇÃO DE LEVEDURAS DO COMPLEXO CANDIDA 

PARAPSILOSIS 

Foram submetidos à análise molecular por RAPD-PCR oito isolados de C. 

parapsilosis provenientes de amostras de sangue de neonatos diagnosticados com 

candidemia. Destes cinco foram classificadas como C. parapsilosis stricto sensu, dois 

C. orthopsilosis e um C. metapsilosis (Figura 3). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Gel de agarose obtido através dos produtos da RAPD-PCR 

utilizando o RP4-2. M: Marcador de pares de base 10kb; os isolados de 

Candida parapsilosis stricto sensu (6411, 6429, 89, 83, 145); Candida 

orthopsilosis (57, 87); Candida metapsilosis (76); C: Controle negativo; B: 

Branco. 

 

 

Os resultados obtidos através da análise molecular proteômica por MALDI-TOF 

MS foram os mesmos, validando o uso da técnica de espectrometria de massa para 

diferenciação das leveduras do complexo. 

 

 

 

    M       76        6411    6429     89       145      83        87      145      C       B 
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4.3 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 

Os dados referentes ao perfil epidemiológico de infecções fúngicas hematológicas 

nos neonatos mostram que todos os agentes etiológicos pertencenciam a espécies do 

gênero Candida. Entre os acometidos, todos os neonatos eram prematuros com idade 

gestacional média de 29,7 semanas e o sexo mais acometido foi o masculino com 62,5% 

das ocorrências (Tabela 4). 

A maioria dos recém-nascidos apresentou muito baixo peso ao nascer (peso ao entre 

1000 e 1500 gramas) e todos fizeram uso, em pelo menos um momento durante o 

estabelecimento e decorrer da micose, de dispositivos médico-invasivos, tais como 

cateteres e dispositivos para nutrição parenteral. 

  

Tabela 4. Dados epidemiológicos relacionados às infecções fúngicas ocorridas nos 

neonatos internados em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal de Recife-PE. 

Registro Sexo Idade 

gestacional 

(semanas) 

Peso 

ao 

nascer 

Uso de 

dispositivo 

médico-invasivo 

Agente etiológico 

identificado 

6411 M 31 1450g NPT, CVC Candida parapsilosis 

6429 M 27 1075g NPT C. parapsilosis 

57 F 27,5 700g NPT, CVC C. orthopsilosis 

63 M 29,2 1345g NPT C. guilliermondii 

76 F 36 1270g NPT, CVC C. metapsilosis 

83 M 28 775g NPT C. parapsilosis 

85 M 31 1075g NPT, CVC C. albicans 

86 F 30 2295g NPT,CVC C. glabrata 

87 M 30 1915g NPT, CVC C. orthopsilosis 

89 F 29,5 865g NPT C. parapsiloiss 

91 M 28 1250g NPT, CVC C. famata 

105 F 32 1125g NPT, CVC C. albicans 

123 M 26,6 660g NPT C. haemulonii 

129 M 28  1020g NPT C. haemulonii 

140 M 27  700g NPT C. albicans 

145 F 35,6  2530g NPT C. parapsilosis 

F: Feminino; M: Masculino; NPT: Nutrição parenteral total; CVC: Cateter venoso 

central 
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4.4. CARACTERIZAÇÃO DOS AGENTES ETIOLÓGICOS QUANTO A 

VIRULÊNCIA  

 

 O grau de virulência dos isolados identificados foi avaliado através da análise de 

adesão às células HeLa e formação de biofilme em superfície de poliestireno. 

 Em relação à aderência às monocamadas de cultura de células HeLa, houve 

diferença na expressão de forte, moderada e fraca entre isolados da mesma espécie e 

diferentes espécies, ou seja, intra e interespecífica (Figura 4). A maior capacidade de 

adesão ocorreu por isolados de C. albicans, C. glabrata e um isolado de C. parapsilosis 

(Tabela 5), destacando a alta capacidade de virulência destas cepas. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Adesão de leveduras às células HeLa. A: Fraca aderência por isolado de Candida guilliermondii; 

B: Moderada aderência por isolado de C. parapsilosis; C: Forte aderência por isolado de C. albicans. 
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Tabela 5. Capacidade de adesão às células HeLa por isolados de Candida proveniente 

de hemoculturas de neonatos internados em Unidades de Terapia Intensiva. 

Registro Espécie Classificação da capacidade de 

adesão às células HeLA 

6411 Candida parapsilosis Fraca 

6429 C. parapsilosis Fraca 

57 C. orthopsilosis Fraca 

63 C. guilliermondii Fraca 

76 C. metapsilosis Fraca 

83 C. parapsilosis Moderada 

85 C. albicans Forte 

86 C. glabrata Forte 

87 C. orthopsilosis Fraca 

89 C. parapsilosis Forte 

91 C. famata Moderada 

105 C. albicans Moderada 

123 C. haemulonii Moderada 

129 C. haemulonii Moderada 

140 C. albicans Forte 

145 C. parapsilosis Fraca 

 

Na avaliação quanto a capacidade de formação de biofilme também foi 

verificada diferença entre os isolados de mesma e diferentes espécies como ilustra a 

Figura 5. Dos isolados que apresetaram forte formação de agregados celulares se 

destacaram dois isolados C. parapsilosis e um de C. albicans, os resultados referentes 

ao ensaio estão apresentados na tabela 6.  
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Figura 5. Formação de biofilme com diferentes intensidades expressas por espécies de 

Candida isoladas em hemocultura de neonatos. Fraca capacidade de formação de 

biofilme: 63, 86; capacidade moderada: 76, 89, 91, 87, 83; forte capacidade: 57, 85. 

 

Tabela 6. Formação de biofilme por isolados de Candida provenientes de hemoculturas 

de neonatos. 

Registro Espécie Capacidade de formação de 

biofilme 

Classificação 

6411 Candida parapsilosis 2+ Moderada 

6429 C. parapsilosis 2+ Moderada 

57 C. orthopsilosis 4+ Forte 

63 C. guilliermondii 1+ Fraca 

76 C. metapsilosis 2+ Moderada 

83 C. parapsilosis 3+ Moderada 

85 C. albicans 4+ Forte 

86 C. glabrata 1+ Fraca 

87 C. orthopsilosis 3+ Forte 

89 C. parapsilosis 2+ Moderada 

91 C. famata 2+ Moderada 

105 C. albicans 2+ Moderada 

123 C. haemulonii 1+ Fraca 

129 C. haemulonii 1+ Fraca 

140 C. albicans 2+ Moderada 

145 C. parapsilosis 4+ Fore 

83

3 

63

3 

57 

3 

87

3 

86 

76 

89 

91 

85 
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A cepa 85 de C. albicans pode ser classificada como a que apresenta o maior grau 

de virulência de acordo com os padrões avaliados, pois apresentou alta capacidade de 

aderência às células epiteliais, bem como forte habilidade de formação de biofilme. 

 

4.5 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA IN VITRO 

  

Foram avaliadas as concentrações inibitórias mínimas (CIM) dos 16 isolados frente 

a seis antifúngicos (anfotericina B, fluconazol, voriconazol, micafungina, caspofungina 

e anidulafungina), segundo a metodologia de microdiluição em caldo. 

CIMs dos agentes etilógicos frente à anfotericina B e azólicos estão demonstrados 

na Tabela 7, todos os isolados, exceto os de C. haemulonii, foram sensíveis a 

anfotericina B. Uma cepa de C. albicans apresentou resistência aos azóis e as cepas de 

C. haemulonii apresetaram CIM dose-dependete para o fluconazol. 

 Em relação à susceptibilidade às equinocandinas, apenas um isolado de C. 

parapsilosis 6411 apresentou resistência frente à anidulafungina, os resultados podem 

ser visualizados na tabela 8. 

 O voriconazol apresentou melhor atividade do que o fluconazol para C. 

parapsilosis e C. glabrata. O mesmo aconteceu com C. haemulonii que apresentou 

menores CIMs para o voriconazol, sendo resistente à anfotericina B, e exibindo dose-

dependência ao fluconazol. 

 O isolado mais sensível foi o de C. metapsilosis cuja sensibilidade ocorreu com 

todos os antifúngicos testados. 
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Tabela 7. Concentração inibitória mínima (CIM) dos isolados provenientes de amostras 

sanguíneas de neonatos internados em Unidades de Terapia Intensiva frente à anfotericina B , 

fluconazol e voriconazol. 

Registro Espécie Anfotericina B Fluconazol Voriconazol 

6411 Candida parapsilosis 0,06 µg/ml 0,12 µg/ml 0,06 µg/ml 

6429 C. parapsilosis 0,25 µg/ml 0,25µg/ml 0,12 µg/ml 

57 C. orthopsilosis 0,25 µg/ml 0,25µg/ml 0,12 µg/ml 

63 C. guilliermondii 0,25 µg/ml 32µg/ml 1 µg/ml 

76 C. metapsilosis 0,03 µg/ml 0,5 µg/ml 0,06 µg/ml 

83 C. parapsilosis 0,5 µg/ml 1 µg/ml 0,12 µg/ml 

85 C. albicans 0,5 µg/ml 1 µg/ml 0,06 µg/ml 

86 C. glabrata 0,5 µg/ml 16 µg/ml 0,06 µg/ml 

87 C. parapsilosis 1 µg/ml 2 µg/ml 0,25 µg/ml 

89 C. parapsilosis 1 µg/ml 1 µg/ml 1 µg/ml 

91 C. famata 0,25 µg/ml 2 µg/ml 1 µg/ml 

105 C. albicans 0,25 µg/ml 64 µg/ml 16 µg/ml 

123 C. haemulonii 8 µg/ml 32 µg/ml 0,12 µg/ml 

129 C. haemulonii 8 µg/ml 32 µg/ml 1 µg/ml 

140 C. albicans 0,25 µg/ml 0,5 µg/ml 0,5 µg/ml 

145 C. parapsilosis 0,5 µg/ml 1 µg/ml 0,12 µg/ml 
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Tabela 8. Concentração inibitória mínima (CIM) dos isolados provenientes de amostras 

sanguíneas de neonatos internados em Unidades de Terapia Intensiva frente às 

equinocandinas. 

Registro Espécie Anidulafungina Micafungina Caspofungina 

6411 Candida parapsilosis 8 µg/ml 1 µg/ml 0,25 µg/ml 

6429 C. parapsilosis 4 µg/ml 1 µg/ml 0,25 µg/ml 

57 C. orthopsilosis 0,03 µg/ml 0,03 µg/ml 0,25 µg/ml 

63 C. guilliermondii 0,12 µg/ml 0,12 µg/ml 0,12 µg/ml 

76 C. metapsilosis 1 µg/ml 0,25 µg/ml 0,5 µg/ml 

83 C. parapsilosis 1 µg/ml 0,06 µg/ml 0,25 µg/ml 

85 C. albicans 0,01 µg/ml 0,01 µg/ml 0,01 µg/ml 

86 C. glabrata 0,5 µg/ml 0,5 µg/ml 0,5 µg/ml 

87 C. parapsilosis 4 µg/ml 0,5 µg/ml 0,5 µg/ml 

89 C. parapsilosis 2 µg/ml 1 µg/ml 0,5 µg/ml 

91 C. famata 1 µg/ml 1 µg/ml 1 µg/ml 

105 C. albicans 0,03 µg/ml 0,01 µg/ml 0,03 µg/ml 

123 C. haemulonii 0,01 µg/ml 0,03 µg/ml 0,25 µg/ml 

129 C. haemulonii 0,01 µg/ml 0,03 µg/ml 0,25 µg/ml 

140 C. albicans 0,01 µg/ml 0,01 µg/ml 0,03 µg/ml 

145 C. parapsilosis 1 µg/ml 1 µg/ml 1 µg/ml 
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5 DISCUSSÃO 

 

Segundo estimativa do DATASUS (Ministério da saúde, 2008), 60% da mortalidade 

infantil no Brasil ocorre no período neonatal, sendo a sepse uma das principais causas. 

Oliveira e colaboradores (2012) ainda destacam espécies do gênero Candida como a 

terceira maior causa de sepse em recém-nascidos internados em UTIN. 

Candidemia é uma das micoses oportunistas mais frequentes em todo o mundo, 

afetando pacientes imunocomprometidos, incluindo neonatos prematuros. Estudos 

epidemiológicos limitados na América Latina indicam que a incidência é ainda maior 

nessa região quando comparado com países do hemisfério norte. O diagnóstico destas 

infecções geralmente é tardio o que afeta no início da terapia antifúngica (Santolaya et 

al., 2013). 

A incidência de candidíase neonatal subiu rapidamente na década de 1980 e 1990 

com o aumento da sobrevida de recém-nascidos prematuros e difusão do uso de 

cateteres venosos centrais (Kelly, Benjamin e Smith, 2014). No entanto, esta tendência 

inverteu-se, e a ocorrência de candidíase invasiva em neonatos passou a diminuir 

substancialmente ao longo dos últimos anos (Fridkin et al., 2006; Aliaga et al., 2014). 

De acordo com nosso estudo realizado em UTINs de Recife-PE candidemia esteve 

presente em aproximadamente 8% dos neonatos com suspeita de sepse. Alguns autores 

relatam que o envolvimento de espécies de Candida em infecção hematogênica neonatal 

seja de aproximadamente 8-10% (Coello et al., 2003; Tragiannidis, Tsoulas e Groll, 

2015). No entanto, a incidência de candidemia varia consideravelmente entre UTINs de 

diferentes regiões (Leibovitz, 2012). Rao, Surendernath e Sandeepthi (2014), em um 

estudo realizado em hospitais indianos, observaram uma prevalência de candidemia 

neonatal envolvida em 20,39% dos quadros de sepse. 

A condição verificada como principal fator predisponente para candidemia neonatal 

foi a prematuridade, entre os acometidos 100% possuiam idade gestacional inferior a 37 

semanas e a maioria apresentava muito baixo peso ao nascer, outros fatores associados 

também foram o uso de dispositivos médico-invasivos, nutrição parenteral a 

antibioticoterapia de amplo espectro. Esses dados corroboram com pesquisas anteriores, 

Al-Sweih e colaboradores (2009) em UTIN do Kuwait, uma variedade de fatores de 

risco associados com o desenvolvimento de infecção invasiva por Candida em 
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prematuros foi identificada, além do baixo peso e idade gestacional, destacando que 

82% recebiam nutrição parenteral e 78% faziam uso de cateter venoso central. 

Apesar de dispositivos médico-invasivos exercerem um papel crítico na patogênese 

da candidíase invasiva, atuando como uma via de entrada para Candida, bem como uma 

superfície externa para a adesão e a formação de biofilme, em certas situações o seu uso 

é indispensável. Cateteres venosos centrais são necessários no tratamento de prematuros 

em estado grave, minimizando a necessidade de punção venosa e facilitando a 

administração de nutrição parenteral, hemoderivados, e terapia inotrópica (Benjamin et 

al., 2010; Yu et al., 2013).  

Em nossas pesquisas houve uma predominância do sexo masculino (62,5%), o que 

está de acordo com o estudo de Pedroso e Krebs (2008), que em um período de dez anos 

de pesquisa em uma UTIN observaram a ocorrência de candidíase sistêmica em 26,7% 

dos recém-nascidos com menos de 1,5 kg e uma predominância no sexo masculino 

(65%). De acordo com Stevenson et al., (2000) nascem mais meninos imunodeprimidos 

do que meninas, o que é evidenciado por escores de Apgar mais baixos e maior 

ocorrência de síndrome do desconforto respiratório. Especula-se que a maior 

sobrevivência de meninas seja devido a seleção natural, que poupa a linhagem mais 

importante na perpetuação da espécie. 

Ao decorrer da pesquisa um total de 16 casos de candidemia em UTIN foram 

diagnosticados, a espécie que mais acometeu os pacientes foram as do complexo C. 

parapsilosis isoladas em 50% das ocorrências, superando, inclusive, C. albicans que é 

historicamente mais frequente (Vendettuoli et al., 2008; Cahan e Deville, 2011). Outro 

dado relevante foi o isolamente de dois casos de candidemia ocasionados por C. 

haemulonii, a qual de acordo Ruan et al (2010) raramente causa doenças em humanos. 

Em neonatos apenas um caso de surto (Khan et al., 2007) foi relatado até o momento.  

Apesar da prevalência mundial de C. albicans, alguns autores dão destaque a 

regiões como Brasil, Portugal e Espanha, onde muitas vezes a incidência de candidemia 

por C. parapsilosis se torna maior (Costa-de-Oliveira et al., 2008; Neu et al., 2009). Em 

estudo brasileiro em UTIN de um Hospital da Bahia, constatou-se que dentre os agentes 

etiológicos de candidemia isolados e identificados houve predominância de C. 

parapsilosis (38%), seguida por C. albicans (33%) (Arraes, 2012). Hammoud et al. 

(2013) também destacam que o número de casos de candidemia persistente em UTIN do 

Kuwait ocasionada por C. parapsilosis superou o número dos ocasionados por C. 

albicans. 
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Vários estudos indicam que alguns fatores associados aos nossos pacientes como o 

uso prolongado de cateter venoso em posição central e a nutrição parenteral aumentam 

os riscos para infecções invasivas por C. parapsilosis, além disso, o tempo prolongado 

de internação e o fato desses neonatos serem tratados por um grande número de pessoas 

aumentam a probabilidade de infecção (Trofa, Gácser e Nosanchuk, 2008; Conde-Rosa 

et al., 2010). 

Na verdade, C. parapsilosis é formada por um complexo de três espécies 

denominadas C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (Tavanti et 

al., 2005). No presente estudo submetemos à análise por RAPD-PCR e MALDI-TOF 

MS 14 isolados de C. parapsilosis provenientes de amostras de sangue de neonatos, 

sendo, por ambos os métodos, observada prevalência de C. parapsilosis stricto sensu 

(5), seguido por C. orthopsilosis (2) C. metapsilosis (1). Esses resultados reforçam que a 

espectrometria de massa por tempo de voo tem trazido resultados favoráveis para 

separação das espécies do complexo que condizem com os obtidos por genotipagem (De 

Carolis et al., 2014). 

Pesquisas anteriores também demonstram uma prevalência de C. parapsilosis 

stricto sensu, dados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado com 

isolados do complexo psilosis a partir de hemoculturas coletadas de pacientes com 

candidemia durante um estudo multicêntrico envolvendo 11 hospitais gerais localizados 

em nove cidades brasileiras entre 2003 e 2004. Este estudo demonstrou a presença de C. 

parapsilosis stricto sensu (88%), C. orthopsilosis (9%) e C. metapsilosis (3%) 

(Gonçalves et al., 2010). Ainda estudo brasileiro incluindo 53 isolados identificados 

fenotipicamente como pertencentes ao complexo foram caracterizados por métodos 

moleculares, sendo C. parapsilosis stricto sensu a espécie predominante (75,4%) 

seguida de C. orthopsilosis (20,8%) e C. metapsilosis (3,8%) (Carvalho, 2012). Lockart 

e colaboradores (2008) enfatizam que tem ocorrido um aumento no número de casos de 

candidemia por C. orthopsilosis, principalmente a partir de 2005. Entretanto, existem 

poucos dados que avaliam exclusivamente a epidemiologia da candidemia pelo 

complexo C. parapsilosis em neonatos e crianças.  

Em um estudo realizado por Blyth et al. (2009), C. parapsilosis stricto sensu foi 

significativamente mais comum em recém-nascidos e crianças do que em adultos. No 

trabalho descrito por Canto'n et al. (2011), a espécie do complexo mais frequente em 

crianças foi C. parapsilosis stricto sensu, seguida por C. orthopsilosis, não ocorrendo 

isolamento de C. metapsilosis. Garcia-Effron et al. (2012) relataram um único estirpe 
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(1,19%) de C. metapsilosis entre 84 cepas isolada a partir de hemocultura de pacientes 

pediátricos. 

 As diferentes espécies do complexo psilosis podem apresentar diferentes perfis 

de virulência, bem como são encontrados entre as diferentes espécies de Candida 

(Bertini et al., 2013; Tosun et al., 2013). No desenvolvimento da candidíase uma 

propriedade de virulência essencial é a capacidade de adesão do microrganismo, sendo 

assim a análise in vitro desta propriedade importante para contribuir na compreensão do 

comportamento destes organismos em um processo de infecção específico (Menezes et 

al., 2013). 

  Desta forma, Pires e colaboradores (2001) destacam que a utilização de cultivos 

celulares estabelecidos apresenta algumas vantagens em relação ao uso de células não-

estabelecidas nos testes de adesão in vitro, pois, as células da cavidade oral são 

inevitavelmente colonizadas com micro-organismos comensais além de sofrerem 

alterações em termos de idade e de viabilidade. Dentro deste contexto, linhagens de 

células HeLA, isoladas em 1951 de carcinoma de cérvix uterino, vem sendo utilizadas 

no entanto,  poucos estudos incluindo aderência de células fúngicas (Weinberg, 2008). 

 Os 16 isolados clínicos obtidos foram testados quanto a capacidade de adesão às 

células HeLa, podendo ser verificada forte aderência a esta linhagem celular, 

especialmente por cepas de C. albicans e C. glabrata. Esses dados corroboram com 

estudos que apresentam C. albicans como a espécie de Candida com maior capacidade 

de se aderir às células epiteliais (Monod e Borg-Von, 2002; Sundstrom, Cutler e Staab, 

2002). Ainda, Tamura et al. (2007) e Negri et al. (2010)  destacam C. glabrata como a 

espécie de Candida não-albicans mais aderente. Kuhn e Vyas (2012) demostraram que 

a adesina Epa1p de C. glabrata, além de mediarem a ligação às células epiteliais, são 

capazes de interagir com células do sistema imune inato de mamíferos, como 

macrófagos, induzindo, deste modo, a fagocitose.  

Nossos resultados mostraram que C. parapsilosis e C. albicans foram as espécies 

que demonstraram a melhor capacidade de formação de biofilme.  A candidemia 

também é frequentemente associada com a capacidade da levedura em formar estes 

agregados celulares na luz de dispositivos, tais como cateteres venosos centrais e 

próteses (Lynch e Robertson, 2008). Os biofilmes constituem uma população de 

microrganismos ligados uns aos outros, que podem se aderir a uma superfície, rodeada 

por uma matriz extracelular. Os biofilmes tendem a reduzir a eficácia da terapia 

antifúngica, dificultando o tratamento (Ramage et al., 2012).  
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Esses dados corroboram com o de outros autores, Ramage, Lopez-Ribot (2005) 

afirmam que a maioria das doenças causadas por C. albicans são associadas ao 

crescimento do biofilme. Contudo, Silva e colaboradores (2009a) demonstraram que C. 

parapsilosis é uma das espécies de Candida não-albicans com maior habilidade de 

produção de biofilme. 

Apesar de isolados de C. parapsilosis se destacarem na formação de biofilme, um 

isolado de C. albicans foi, com base em nossos resultados, classificado como o mais 

patogênico, por apresentar forte aderência às células epiteliais e forte formação de 

agregados celulares.  De acordo com Soares et al (2013) C. albicans é uma levedura 

com elevado grau de virulência e seu potencial patogênico é bastante conhecido,  em 

neonatos, a candidemia por esta levedura costuma estar associada à colonização prévia, 

transmitida verticalmente no momento do parto. Embora, C. parapsilosis seja menos 

virulenta do que C. albicans forma biofilme com facilidade o que pode contribuir com a 

capacidade de se aderir a cateteres e causar infecções sistêmicas em RNs prematuros 

que fazem uso de nutrição parenteral ou outros dispositivos invasivos (Pfaller et al., 

2008). 

Em relação susceptibilidade antifúngica, todos os isolados, exceto os de C. 

haemulonii, foram sensíveis a anfotericina B. Em relação aos azólico as mesmas cepas 

de C. haemulonii apresentaram dose-dependência e uma estirpe de C. albicans foi 

resistente tanto ao fluconazol quanto ao voriconazol. 

Resistência à anfotericina B é incomum entre as principais espécies associadas com 

infecção neonatal (Chapman, 2007). Na Índia, Sharman e colaboradores (2011) em um 

estudo com neonatos portadores de candidemia, detectaram que houve 100% de 

sensibilidade à anfotericina B. Porém, algumas espécies tem apresentado baixa 

susceptibilidade, relatos anteriores demonstram que C. haemulonii costuma ter 

resistência não apenas à anfotericina B, como também aos azólicos apresentando perfil 

de dose-dependência ou resistência, o que corrobora com os nossos resultados (Ruan et 

al., 2010; Muro et al., 2012).  

Foi verificada resistência simultânea por isolado de C. albicans aos azóis testados. 

Apesar de o fluconazol ser uma das drogas mais comumente utilizadas seu uso rotineiro 

tem sido associado ao desenvolvimento resistência. Estima-se que cerca de 10% dos 

isolados de C. albicans provenientes de amostras de sangue são resistentes ao 

fluconazol (Ferreira et al., 2012). Alguns autores também afirmam que em pacientes 
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que são expostos ao fluconazol, possuem potencial de desenvolver resistência cruzada 

ao voriconazol (Alexander et al., 2005).  

Devido ao perfil terapêutico e os níveis de segurança favoráveis, o uso de 

equinocandinas em pacientes críticos, que apresentam resistência aos azóis, tem exibido 

um rápido aumento e existem diretrizes para administração destes medicamentos como 

tratamento primário para candidíase invasiva. Resistência a esta classe de fármacos é 

rara (Glockner, 2011). No entanto, estudos mostram uma menor susceptibilidade por 

espécies C. parapsilosis e C. guilliermondii (Bal, 2010; Walker et al., 2010). Esses 

dados estão de acordo com nosso estudo, onde se verificou sensibilidade de todos os 

isolados as três equinocandinas, exceto um de C. parapsilosis que se mostrou resistente 

a anidulafungina, no entanto os CIMs associados a C. parapsilosis foram mais elevados 

quando comparados aos de outras espécies.  

Todos os isolados que apresentaram resistência a anfotericina B e/ou azóis foram 

sensíveis ás equinocandinas, enfatizando a possibilidade do desenvolvimento de 

pesquisas futuras que visem a padronização do uso desta classe de fármaco para o 

tratamento de candidemia neonatal, pois segundo Blyth e colaboradores (2011), a 

terapêutica neste grupo de pacientes costuma ser baseada apenas em ensaios clínicos 

envolvendo adultos, o que ainda gera insegurança na escolha destes medicamentos para 

uso em RNs. 

A partir dos resultados obtidos inferimos que pacientes prematuros, de baixo peso e 

que fazem uso de dispositivos invasivos são os mais acometidos por candidemia. O 

conhecimento desses dados aliados à caracterização do perfil de virulência dos agentes 

etiológicos e resultados de susceptibilidade antifúngica in vitro possibilitam uma melhor 

prevenção e tratamento destas infecções. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados observados ao longo do desenvolvimento da pesquisa 

podemos inferir que: 

- Infecções fúngicas hematogênicas por Candida albicans, C. parapsilosis, C. 

haemulonii, C. guilliermondii e C. glabrata ocorrem em neonatos internados em 

UTINs; 

- C. parapsilosis é a espécie mais frequentemente isolada de candidemia em 

neonatos, superando a ocorrência de C. albicans e fortalecendo os indícios de 

emergência de espécies não-albicans na população avaliada; 

- Prematuridade, baixo peso ao nascer e uso de dispositivos médico-invasivos 

constituem fatores de risco para o desenvolvimento de candidemia em RNs; 

- Candidemia neonatal permanece acometendo mais o sexo masculino; 

- Técninas de RAPD-PCR e espectrometria de massa são válidas para diferenciar as 

espécies do complexo psilosis. 

- A espécie do complexo parapsilosis mais relacionada com infecção da corrente 

sanguínea em neonatos é a C. parapsilosis sensu stricto, seguida por C. orthopsilosis e 

C. metapsilosis; 

- Isolados de C. albicans e C. glabrata são os que apresentam maior capacidade de 

adesão às células HeLa; 

- C. albicans 85 e C. parapsilosis 145 se destacam na produção de biofilmes; 

- Espécies de C. haemulonii apresentam resistência à anfotericina B, podendo ainda 

apresentar dose-dependência ao fluconazol; 

- Resistência cruzada aos azólicos pode ocorrer, sobretudo em isolados de C. 

albicans; 

- Resistência por espécies de Candida às equinocandinas é rara, porém C. 

parapsilosis apresentam CIMs mais elevados em relação à outras espécies de Candida. 

- O voriconazol apresentou boa atividade diante de alguns isolados resistentes ou 

dose-dependentes ao fluconazol. 
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Formulário Epidemiológico 

 

Registro: 

Data de nascimento:  

Sexo:  

Idade Gestacional: 

Peso:  

Tipo de parto: 

Doença de base:                                             Uso de dispositivos medico-terapêuticos 

(  ) Apnéia                                                  1. Ventilação mecânica – (  ) Sim (  )Não 

(  ) Cardiopatia                                            Data de início: _____________________ 

(  ) Distúrbio metabólico                                  

(  )Enterocolite necrotizante                            2. Cateter venoso central – (  ) Sim (  )Não 

(  ) Hemorragia intra-craniana                       Data de início: _____________________ 

(  )Icterícia 

(  ) Má formação                                         3. Nutrição parenteral – (  )Sim (  )Não 

(  ) Sepse precoce                                        Data de início: _____________________ 

(  )Sepse tardia 

(  )Síndrome do desconforto respiratório        

(  )Síndrome genética                                   

(  )Tocotraumatismo 

(  ) Outra: ___________________ 

 

Uso de medicações: Não (  ) Sim (  ) Qual? ___________________ 

 

Dados maternos 

Idade: 

Relato de aborto: Não (  ) Sim (  )  

Doença materna crônica: Não (  ) Sim (  ) Qual? ___________________ 

Uso de medicamentos durante a gestação: Não (  ) Sim (  ) Qual? _______________ 

Uso de drogas lícitas ou ilícitas durante a gestação: Não (  ) Sim (  ) Qual? ________ 

Ruptura prematura da menbrana: Não (  ) Sim (  )  

Febre intraparto: Não (  ) Sim (  ) Temperatura? ___________________ 

Candidíase materna: Não (  ) Sim (  )  
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ABSTRACT 

Candidemia is a frequent condition in Neonatal Intensive Care Units (NICU) and 

usually complicates the newborns clinical course. Several factors are responsible for 

candidiasis, such as prematurity and use of broad-spectrum antibiotics and in these 

cases there are the involvement of various Candida species, as C. albicans and C. 

parapsilosis.  However, other species as C. haemulonii has been rarely described in 

candidemia cases, being considered an emergent pathogen. Thus, we report a case of 

neonatal candidemia by C. haemulonii and a review of literature of fungemia by this 

yeast. The patient was a neonate with gestational age of 26 weeks and birth weight of 

660g hospitalized in a NICU from a Brazilian hospital. The identification of the 

etiological agent was performed by phenotypic methods, scanning electron microscopy, 

sequencing of the ITS region of rDNA and mass spectrometry. Antifungal susceptibility 

testing was carried out according to the Clinical Laboratories and Standards Institute 

guidelines. The newborn was diagnosed with candidemia by C. haemulonii resistant to 

amphotericin B with Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of 8µg/mL, sensitive to 

fluconazole (MIC: 8µg/mL) and voriconazole (MIC: 0.12µg/mL). The treatment with 

fluconazole (12mg/kg/day) was established with good outcome. Candidemia by C. 

haemulonii is still being limited to a few sporadic cases in adults with endemic and 

restricted occurrences in neonates. Usually the therapy with amphotericin B is 

ineffective against this species. Our results showed the importance of the mycological 

diagnosis associated to antifungigram for the successful clinical management followed 

by important epidemiological data. 

 

Keywords: Candidemia; neonates; Neonatal Intensive Care Unit; 

emerging pathogen; antifungal sensibil ity;  Candida haemulonii.  
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INTRODUCTION 

The incidence of hematogenous infections due to Candida species among 

neonates has increased significantly in recent decades, corresponding to the third micro-

organism most frequently isolated from blood cultures in cases of neonatal sepsis [1]. 

This disease is also considered the second major cause of death reported by sepsis in the 

Neonatal Intensive Care Unit (NICU) [2]. 

Candidemia frequently complicates the clinical course of hospitalized preterm 

neonates, especially those who have some underlying disease or congenital 

malformation [3]. Several factors are responsible for the increasing occurrence of 

hematogenous candidiasis, such as survival of premature neonates and use of abrasive 

anticancer chemotherapy. Additionally, the long hospital stay in the NICU and low birth 

weight, as well as the use of broad spectrum antibiotics and invasive therapeutic 

devices, are associated with candidemia development [4, 5]. 

The mortality rate due to sepsis by Candida species is high, ranging from 25 to 

54% of cases, and can reach 70% in very low birth weight newborns [6]. The main 

species involved in this infection are C. albicans and C. parapsilosis, and in less 

frequent cases C. glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis, and C. krusei are associated. 

 Infections due to other species of the genus occur, but are still considered rare 

[7]. In this context, C. haemulonii appears as a candidemia emergent pathogen [8]. The 

related cases of hematogenous infection by C. haemulonii are less frequent in neonates 

than in adults, until now the only reported case was restricted to an outbreak in the 

Asian Continent [9]. 

On the other hand, the identification of this species is difficult because it has 

some morphologic and physiological characteristics that are very similar to C. famata 

(teleomorph Debaryomyces hansenii) and C. guilliermondii (teleomorph Pichia 
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guilliermondii), and often requires the use of molecular tools for taxonomic 

confirmation. Moreover, the C. haemulonii species complex has been recently described 

including five different species namely: C. haemulonii, C. haemulonii var vulnera, C. 

duobushaemulonii, C. auris and C. pseudohaemulonii. Molecular methods, such as ITS 

region sequencing and the MALDI-TOF techniques, should be used for species 

identification [10].  

For the treatment of fungal invasive infections is commonly used amphotericin 

B and azole compounds, however C. haemulonii has been associated with resistance to 

this polyene [9, 11]. 

Considering the above, we report the first case of neonatal candidemia in Latin 

America by C. haemulonii resistant to amphotericin B in preterm infant. 

 

CASE REPORT 

The research was conducted after the approval by the research ethics committee 

register CAAE0246.0.099.000-10. 

A female neonate, born in November 2013, was admitted on the same birthday in 

the NICU from a public hospital of Recife-PE/Brazil. At that moment presented 

prematurity with gestational age of 26.6 weeks and extremely low birth weight (660g), 

additionally to a low APGAR index. The infant had respiratory distress syndrome and 

moderate hypoxia. Then umbilical catheterization and parenteral nutrition were instituted. 

The antibiotic prophylaxis with penicillin associated with gentamicin was 

administered a day after admission during 15 days. Subsequently  piperacillin-tazobactam 

with amicamicin was instituted for more 10 days. On the 26
th

 day of hospitalization 

laboratorial exams showed thrombocytopenia (platelet count 57.000/mm
3
) and a high 

level of C-reactive protein (CRP) (3.16). Thus a blood culture was requested for 
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evaluation of a possible case of fungal infection and the use of prophylactic fluconazole 

with dosage of 6 mg/kg/day was initiated. 

The blood samples were collected aseptically by arterial puncture in triplicate on 

three consecutive days and were sent to the Medical Mycology Laboratory at the Federal 

University of Pernambuco for diagnosis. The biological material was processed for direct 

examination (without clarifying or staining) and cultured in duplicate on the surface of 

Sabouraud Dextrose Agar (Difco) maintained at 30°C and 37ºC for a period of 10 days. 

After the appearance of the colonies, these were purified and subsequently identified.  

The identification of the etiologic agent was performed by macroscopic analysis 

(observation of edges, texture and coloration of the front and back of the colony, pigment 

production and growth time), microscopic analysis (observation of reproductive and 

somatic structures), physiological/biochemical characteristics (assimilation of carbon and 

nitrogen sources, fermentation of carbon sources and acetic acid production) [12] and  

automated identification method by the VITEK 2 ID-YST® (bioMérieux).  

Also the strain was analyzed by Scanning Electron Microscopy to verify the 

architecture of colonies that were viewed in a FEI Quanta 200 Scanning Electron 

Microscope at 30kV.  

The total genomic DNA of the isolate was extracted with the commercial kit 

PrepMan® Ultra Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems, USA). The ITS 

region of the rDNA was amplified and sequenced using ITS1 and ITS4 primers [13] on 

the  automated ABI 3130 genetic analyzer (Applied Biosystems, USA). The sequences 

were assembled and edited with the Sequencher DNA Sequence Assembly Software 4.1.4 

(Gene Codes Corporation, EUA) and compared with sequences deposited in public 

genomic databases (GenBank, NCBI, USA and CBS database, The Netherlands). 
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The mass spectrometry analysis was carried on the MALDI-TOF Autoflex III 

Bruker Laser nd:yag smartbeam (Bruker Daltonics Inc., USA/Germany) and the resulting 

peak list were exported to the database of the MALDI Biotyper system, version 3.0 

(Bruker Daltonics Inc., Bremem, Germany) for identification trough specific protein 

profile  [14].  

Susceptibility tests were also performed according the document M27-A3 from 

the Clinical and Laboratories Standards Institute (CLSI) [15]. The isolate were tested 

against amphotericin B (UnitedMedical), fluconazole (Pfizer) and voriconazole (Pfizer). 

The quality control was conducted including the test strain of C. parapsilosis ATCC 

22019. 

In the blood samples budding hyaline yeast cells were observed by direct 

examination and the cultures showed smooth colonies with tones of-white to cream 

after five days of growth. 

The classical and the automated methods identified C. haemulonii as the etiologic 

agent. Scanning electron microscopy analyses were in accordance to C. haemulonii 

cultures description. The BLAST search of the ITS sequence on the genomic databases 

showed 100% of identity with the C. haemulonii species. The ITS sequence of this study 

was deposited at the GenBank database having the accession number KJ934715. 

Proteomic analysis identified also the species as C. haeumulonii according to the MALDI 

Biotyper database. 

The susceptibility antifungal tests showed that the isolate were resistant to 

amphotericin B with Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of 8µg/mL, and sensitive 

to fluconazole (MIC: 8µg/mL) and voriconazole (MIC: 0.12µg/mL). 

Prior to diagnosis the patient were empirically treated with fluconazole at a dose 

of 6 mg/kg/day, however clinical resistance were observed. After susceptibility 
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antifungal testing therapy with fluconazole was maintained now at dosage of 12 

mg/kg/day.  At the 10
th 

of fluconazole regimen another blood culture was realized 

without fungal growth however antifungal treatment follow for more nine days and the 

patient presented good outcome being considered cured.   

 

DISCUSSION 

Several Candida species are involved in the etiology of neonatal candidiasis, and C. 

albicans is historically the most frequent isolate. However, Candida non-Candida 

albicans species, such as C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, and C. glabrata have 

showed a broad distribution and are clinically important. Therefore, new species such as 

C. haemulonii, have been recognized as potential pathogens, being described as 

emerging fungi. Candidemia caused by this yeast has rarely been described in humans, 

being limited to a few sporadic cases in adults and endemic and restricted occurrences 

in neonates with only one outbreak case in the Asian Continent [8, 9, 11, 16-21]. Here 

we present on Table 1 the scarce cases of C. haemulonii candidemia already reported in 

literature. Is possible to verify that this species is still emergent, though is probable that 

underdiagnosed cases occur. Thus is extremely important to indicate cases, especially in 

neonates, caused by this yeast. 

In our case report the affected patient was a premature with low birth weight and 

prolonged stay in NICU. He made use of invasive medical devices as well as parenteral 

nutrition, and had been submitted to different regimens of broad-spectrum antibiotics. 

These data partially corroborate with other researchers which emphasize the use of 

invasive devices and broad-spectrum antibiotics as predisposing factors for candidemia 

especially by C. haemulonii, however differing to our case previous reports showed that 

this infection is more frequently associated with cancer patients [16, 19, 20]. Therefore 
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the pathogenic relation of this microorganism with premature newborns had not been 

described [21].  

The pathogen obtained from blood cultures was strongly resistant to amphotericin 

B, although it was considered sensitive to fluconazole and voriconazole according to the 

document M27-A3 [15]. At the same time clinical resistance was verified in empirical 

administration of fluconazole at a dose of 6 mg/kg/day. The laboratorial results 

conducted the clinicians to maintain the treatment with the highest dose recommended 

(12 mg/kg/day) for neonates and therapeutic success was achieved.   

According recent data presented in the CLSI supplement M27-S4 [22] guidelines; 

the MICs for azoles are considered species-specific, presenting variations. Actually 

there is not specific breakpoint for C. haemulonii, thus studies evaluating more and 

more antifungal agents for the candidemia control are needed.  

Antifungal resistance is still the focus of attention in treatment of invasive fungal 

infection, and resistance to amphotericin B and azoles by C. haemulonii have been 

described in previous researches [9, 17]. However, when amphotericin B was 

empirically administered failed to eradicate candidemia by this yeast [9]. Clinical 

resistance to fluconazole was only reported in a study of a candidemia case in elderly 

patients [19]. 

In this context, the resistance of C. haemulonii represents a therapeutic challenge in 

the treatment of invasive candidiasis. Our patient was treated with fluconazole with 

good clinical response, but the therapeutic success was achieved only with high doses of 

the drug. 

Considering the recent series of invasive infection by C. haemulonii, this species is 

an emergent yeast and the best strategy for management of the patient to eradicate the 

pathogen has not been completely elucidated. We emphasize that candidemia by this 
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yeast may affect newborns and requires, in some cases, additional clinical trials as 

molecular and proteomic tolls, high clinical surveillance and antifungal susceptibility 

testing. 
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Table 1. Cases of candidemia in humans caused by Candida haemulonii reported in the 

literature 

Year/ 

Reference 

Country Age/ Gender Underlying condition Treatment Clinical evolution 

1984/ [8] NS 26/ NS Chronic renal 

insufficiency  

Amphotericin B/ 

Fluocitosin 

Death 

 

1986/ [16] France NS Cancer NS NS 

2002/ [17] Argentine 83/M Megaloblastic anemia None Clinical improvement 

2006/ [18] Argentine NS Cancer NS NS 

2007/ [9] Kuwait 35 weeks/ M 

26 weeks/ M 

25 weeks/ F 

Prematurity 

Prematurity 

Prematurity 

Amphotericin B 

Fluconazole 

Amphotericin B 

Ineffective therapy 

Clinical improvement 

Ineffective therapy 

2010/ [19] NS 85/M Retal caner Fluconazole Ineffective therapy 

  79/M Pneumonia Fluconazole Clinical improvement 

2011/ [11] NS 67/M Neurological disorder Caspofungin Clinical improvement 

2012/ [21] Brazil 26/ F Ovarian cancer None Death 

2012 [22] Brazil 01/F 

 

09/F 

16/F 

Down syndrome 

 

Ewing sarcoma 

Acute Myeloid Leukemia 

Amphotericin B/ 

fluconazole 

Amphotericin  B 

None 

Clinical improvement 

 

Clinical improvement  

Clinical improvement 

NS: Not Specified/ M: Male/ F: Female 
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