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RESUMO 

Observa-se um contínuo aumento na resistência de espécies de Candida aos 
antifúngicos disponíveis. Faz-se necessário que o diagnóstico seja oportuno e 
verossímil, associado à indicação terapêutica que é corretamente direcionada a 
partir de testes de sensibilidade antifúngica in vitro. A utilização da espectrometria de 
massas através da técnica de Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-Of-
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) que reduz o tempo de diagnóstico em 
comparação com métodos de rotina já é uma realidade, contudo estudos apontam a 
capacidade dessa metodologia em identificar cepas resistentes pela detecção de 
mudanças mínimas no perfil proteíco da cepa após exposição ao fármaco. Assim, 
objetivou-se diagnosticar, em pacientes internados em UTI, isolados clínicos do 
complexo Candida parapsilosis lato sensu (Candida parapsilosis stricto 
sensu, Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis) através da técnica proteômica 
Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS) e correlacionar sua sensibilidade/resistência às 
equinocandinas com mudanças no espectro protéico. Trata-se de uma pesquisa 
experimental analítica com abordagem qualitativa. Amostras sanguíneas venosas 
foram coletadas entre agosto de 2014 e julho de 2015, a partir de pacientes 
internados em UTI, foram observadas ao exame direto e colhidas em frascos de 
hemocultura. As leveduras isoladas foram identificadas por MALDI-TOF MS e testes 
de sensibilidade antifúngica foram realizados através do CLSI frente a 
anidulafungina, caspofungina e micafungina. A detecção na resistência através da 
mudança mínima do plano espectral protéico obtida no MALDI-TOF MS, foi possível 
após o cruzamento de cada concentração do espectro com uma das duas 
concentrações extremas, máxima ou nula, onde formou-se uma matriz a partir do 
Índice de Correlação do Composto (ICC) utilizado para gerar mapas de calor. Foram 
diagnosticados 44 casos de candidemia, sendo 26 por Candida parapsilosis, dez C. 
albicans, dois casos por C. metapsilosis, dois C. orthopsilosis, dois por C. tropicalis, 
um C. haemulonii e um Candida sp. Vinte e oito (93,2%) isolados do 
complexo Candida parapsilosis foram sensíveis as equinocandinas de acordo com 
CLSI e 24 (79,9%) foram sensíveis de acordo com MALDI-TOF.  A Concentração 
Inibitória Mínima e a Mudança Mínima no Perfil Protéico obtidos através do CLSI e 
MALDI-TOF, apresentaram concordância de 91,6%, 96,6% e 98,3% para 
anidulafungina, caspofungina e micafungina, respectivamente, frente os isolados 
de Candida parapsilosis. MALDI-TOF MS é capaz de determinar o breakpoint de 
uma levedura clínica após 15 horas de exposição ao antifúngico e permite predizer a 
melhor escolha antifúngica para pacientes críticos com candidemia. 
 
 

 
Palavras-chave: Complexo Candida parapsilosis. MALDI-TOF MS. Equinocandinas. 
 
 

 



 

ABSTRACT 

Recently, there is an increase in resistance of Candida species to antifungal drugs 
available. It is necessary that the diagnosis is timely and credible associated with 
therapeutic indication that is directed from in vitro antifungal susceptibility testing. 
The use of mass spectrometry through the technique of Matrix Assisted Laser 
Desorption / Ionisation Time-Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS), which 
reduces the time of diagnosis as compared to routine methods is already a reality, 
however pointed studies this methodology can identify resistant strains by detecting 
minimal changes in protein profile of strain after exposure. Thus, the objective was to 
diagnose in ICU patients, clinical isolates of complex Candida parapsilosis lato sensu 
(Candida parapsilosis stricto sensu, Candida orthopsilosis and Candida metapsilosis) 
through proteomic technique Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) and correlate their sensitivity/resistance 
to echinocandins with changes in the protein spectrum. It is an analytical 
experimental research with qualitative approach. Venous blood samples were 
collected between August 2014 and July 2015, from ICU patients were observed in 
the direct examination and harvested in blood culture bottles. The yeasts were 
identified by MALDI-TOF MS and sensitivity tests were performed using CLSI 
antifungal and MALDI-TOF MS, compared to anidulafungin, caspofungin and 
micafungin. After crossing every spectrum concentration with one of the two extreme 
concentrations, maximum or zero, formed the matrix of Compound Correlation Index 
(ICC) used to generate heat maps. 44 cases of candidemia were diagnosed, 26 by 
Candida parapsilosis ten C. albicans, two cases of C. metapsilosis two C. 
orthopsilosis two by C. tropicalis, a C. haemulonii and one case of Candida sp. 
Twenty-eight (93.2%) isolates of Candida parapsilosis complex echinocandins 
according to CLSI and 24 were sensitive (79.9%) were sensitive according to MALDI-
TOF. The Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Change in Protein Profile 
obtained by CLSI and MALDI-TOF showed concordance of 91.6%, 96.6% and 98.3% 
for anidulafungin, caspofungin and micafungin, respectively, compared isolates 
Candida parapsilosis. MALDI-TOF MS is able to determine the breakpoint of a 
clinical yeast after 15 hours of exposure to antifungal and allows predicting the best 
antifungal choice for critically ill patients with candidemia 
 
Key-words: Complex Candida parapsilosis. MALDI-TOF MS. Echinocandin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Infecções fúngicas nosocomiais que acometem pacientes internados em 

Unidades de Terapia Intensiva (UTI) tem aumentado e se tornam mais frequentes. 

Graus variados de imunossupressão no organismo predispõem à instalação de uma 

infecção, a partir da adesão do fungo e da utilização de nutrientes necessários para 

o seu crescimento e disseminação, além de fatores predisponentes intrínsecos para 

a progressão da doença. Dentre os agentes etiológicos causadores de infecções 

fúngicas, destacam-se as leveduras do gênero Candida (PFALLER; DIEKEMA, 

2007; VIJAYAKUMAR et al., 2012), agentes de micoses genericamente conhecidas 

como candidíases. 

 A candidíase, pode ser considerada uma infecção primária ou secundária a 

outras condições de base em pacientes com Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (SIDA), diabetes mellitus e outras doenças submetidos a quimioterapia, 

antibioticoterapia de amplo espectro e corticoidoterapia prolongada, ou até mesmo a 

fatores extrínsecos, como uso prolongado de dispositivos médico-invasivos, como 

cateteres, sondas, próteses e válvulas. As manifestações clínicas podem ser aguda, 

subaguda ou crônica, podendo se estabelecer tanto nas superfícies de mucosas, 

como disseminar-se por via hematogênica para outros órgãos e tecidos (PFALLER; 

DIEKEMA, 2007; VIJAYAKUMAR et al., 2012). Além disso, a internação prolongada 

do paciente em uma UTI pode ocasionar o surgimento de infecções fúngicas 

consideradas oportunistas, podendo ser fatais ao hospedeiro (DE ROSSI et al., 

2011; SHIBATA et al., 2012; MUELLER-LOEBNITZ et al., 2013; MULU et al., 2013). 

 Dentre as infecções nosocomiais de etiologia fúngica, destaca-se a 

candidemia, infecção na corrente sanguínea por leveduras do gênero Candida, a 

qual representa um alto risco de morbidade e mortalidade (PFALLER; DIEKEMA, 

2007; VIJAYAKUMAR et al., 2012). Dentre as espécies isoladas em infecções 

fúngicas a mais incidente aos seres humanos é a Candida albicans; no entanto, vem 

sendo relatado aumento na incidência de candidemia por espécies de Candida não-

albicans, tendo como principal isolado clínico a C. parapsilosis. As infecções por C. 

parapsilosis estão relacionadas ao uso de dispositivos médico-hospitalares, como 

cateteres, próteses e sondas uma vez que os isolados desta espécie possuem 

grande capacidade de aderir a essas superfícies e em conjunto com outros 

microrganismos se agrupam e formam o biofilme (LANTERNIER; LORTHOLARY, 
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2010; ROMEO et al., 2013). Demais espécies como C. glabrata, C. krusei, C. 

tropicalis, entre outras, estão relacionadas a candidemia (GIOLO; SVIDZINSKI, 

2010). 

 O diagnóstico laboratorial pode ser realizado a partir da amostra de sangue 

para verificar a presença de leveduras através de microscopia direta e realizar seu 

isolamento em cultura. Entretanto, esses procedimentos estão sendo 

complementados por métodos proteômicos, como estratégia de diagnóstico rápido 

através da técnica de Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-Of-Flight 

Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (PULCRANO, et al., 2013; VELLA, et al., 

2013). 

 Um tratamento eficaz requer o diagnóstico precoce e uma terapêutica 

imediata para a infecção. Sendo assim, a determinação de um fármaco eficaz para o 

tratamento de infecções fúngicas é dado a partir da realização de testes de 

sensibilidade antifúngica in vitro, que pode mapear o perfil de 

sensibilidade/resistência do fungo aos fármacos (DEMITTO et al., 2012). Dentre as 

moléculas com ação fungicida para o tratamento de infecções nosocomiais, 

destacam-se as equinocandinas, como caspofugina, micafungina e anidulafungina, 

as quais têm como alvo molecular a parede celular fúngica, atuando na inibição da 

enzima β-1,3 D-glucano sintetase, componente estrutural da célula (BRANCO et al., 

2012).   

 No entanto, tem sido observada a resistência de algumas espécies a esse 

grupo de antifúngicos. Segundo Walker et al. (2013), a Candida parapsilosis é 

resistente a caspofungina devido a espessa parede celular de quitina. Além disso, 

outro mecanismo de resistência seria mutações no gene FKS1 responsável por 

sintetizar a subunidade catalítica do complexo β-1,3-glucano sintetase (WILKE, 

2011; BRANCO et al., 2012; ROMEO et al., 2013). A micafungina é indicada apenas 

para o tratamento de infecções fúngicas que acometem recém-nascidos e neonatos 

prematuros e a administração da anidulafungina é indicada no tratamento de 

pacientes internados em UTI, por apresentar raros efeitos colaterais em humanos 

(WILKE, 2011; BRANCO et al., 2012; ROMEO et al., 2013).    

 A obtenção de espectros proteicos pelo MALDI-TOF MS podem evidenciar 

mudanças mínimas no perfil proteômico associada com os breakpoints de 

sensibilidade ou resistência antifúngica correlacionados ao isolado clínico. Assim, 

essa técnica poderá, em um futuro próximo, auxiliar na escolha da administração 
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terapêutica em tempo oportuno e exclui a necessidade de realização de testes que 

exigem um tempo específico, considerado longo para a resposta (VELLA et al., 

2013; WALKER et al., 2013). 
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1.1. PROBLEMATIZAÇÃO 

O diagnóstico laboratorial para Infecções Fúngicas Invasivas é time-

consuming, compromete o início do tratamento de pacientes internados em UTIs, 

levando em muitos casos ao diagnóstico pós-morte. Além disso, as leveduras 

advindas dos pacientes internados em UTIs se apresentam cada vez mais 

resistentes aos antifúngicos, levando então há uma resistência medicamentosa. 

Através de um diagnóstico rápido e seguro, pode ser realizadac instituição 

terapêutica eficaz, sendo necessário realizar testes de sensibilidade que permitam 

predizer qual fármaco terá uma boa resposta terapêutica, de forma rápida e segura.   



20 
 

1.2. OBJETIVOS 

 

1.2.2. Objetivos Gerais 

 

Diagnosticar infecções fúngicas da corrente sanguínea, em pacientes 

internados em UTI, identificar os isolados do complexo Candida parapsilosis lato 

sensu (Candida parapsilosis stricto sensu, Candida orthopsilosis e Candida 

metapsilosis) através da técnica proteômica Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) e 

correlacionar a sensibilidade/resistência às equinocandinas com mudanças no 

espectro protéico. 

 

1.2.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Obter amostras sanguíneas de pacientes internados na UTI através de 

punção venosa; 

• Realizar diagnóstico de candidemia a partir das amostras clínicas, 

através da cultura micológica; 

• Proceder a taxonomia dos isolados clínicos de Candida pela técnica de 

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry 

(MALDI-TOF MS) dos isolados clínicos; 

• Determinar a concentração inibitória mínima dos isolados frente a 

equinocandinas através dos documentos M27-A3 e M27-S4 do Clinical Laboratory 

Standards Institute (CLSI); 

• Caracterizar espectralmente a mudança mínima do perfil protéico dos 

isolados identificados como C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. 

metapsilosis através de MALDI-TOF MS; 

• Correlacionar a concentração inibitória mínima com a mudança no 

perfil protéico de cada isolado; 

• Correlacionar os resultados obtidos nos testes de microdiluição em 

caldo (CLSI) com os obtidos pelo MALDI-TOF MS. 
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1.3. PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

1.3.1. OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS CLÍNICAS 

 

  As coletas foram realizadas em pacientes internados em Unidades de Terapia 

Intensiva por profissionais de saúde dos setores, de acordo com solicitação médica, 

do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE), 

Hospital Agamenon Magalhães da Secretaria Estadual de Saúde de Pernambuco 

(HAM/SES/PE) e do Hospital Getúlio Vargas da Secretaria Estadual de Saúde de 

Pernambuco (HGV/SES/PE). Foram incluídos pacientes com suspeita de 

candidemia, sem limitação de idade, sexo e doenças preexistentes. Três amostras 

de sangue venoso foram coletadas assepticamente em dias consecutivos, por 

punção venosa em tubos Vacutainer® com EDTA e posteriormente, incubados em 

tubos contendo meio Brain Heart Infusion-BHI a 37º C para o isolamento do agente 

etiológico. 

 

1.3.2. DIAGNÓSTICO MICOLÓGICO 

 

Concomitantemente, as amostras clínicas foram semeadas em duplicata na 

superfície do meio ágar Sabouraud (DIFCO) adicionado de 50 mg/L de clorafenicol 

contido em placas de Petri, mantidas em temperaturas de 30º C e 37º C por até 15 

dias (LACAZ et al., 2002). Após o surgimento das colônias, foram purificadas e 

identificadas por proteômica através de Espectrometria de Massas pela técnica de 

MALDI-TOF MS (PULCRANO et al., 2013).  

 

1.3.3. ANÁLISE PROTEÔMICA 

 

Para identificação foram utilizadas suspensões dos isolados clínicos de 

Candida cultivadas e mantidas em meio Dextrose Peptona Extrato de Levedura 

(YEPD) a 35° C por 24 horas. Os isolados foram submetidos à análise através da 

extração proteica por espectrometria de massas (MALDI-TOF Autoflex III Bruker 

Laser nd:yag smartbeam, Bruker Daltonick Inc., USA/Germany). Sumariamente, 

aproximadamente três a cinco colônias fúngicas foram transferidas para tubos 

Eppendorf de 1,5 mL misturadas completamente em 300 µL de água destilada e 
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esterilizada e agitadas ao vortéx. Em seguida adicionado 900 µL etanol absoluto, o 

conteúdo foi cuidadosamente homogeneizado e então centrifugado a 12.000 g 

durante 2 min; o sobrenadante foi descartado e o sedimento seco a temperatura 

ambiente. O pellet foi misturado com 50 µL de ácido fórmico (70%), levado ao 

vortéx, em seguida foi adicionado 50 µL de acetonitrila e homegeneizado sobre o 

vórtex. A solução foi então centrifugada a 12.000g durante 2 min, e 1 µL do 

sobrenadante foi colocado em duplicata sobre uma placa de aço, seco a 

temperatura ambiente a 25° C. Posteriormente, cada amostra foi revestida com 1 µL 

de solução de matriz, o qual consisti de uma solução saturada de α-ciano- Ácido 4 

hidroxi-cinâmico (HCCA) em 50% de acetonitrila e 2,5% ácido trifluoroacético 

(concentração final: 10 mg HCCA/mL) e seca a temperatura ambiente a 25°C. A 

placa alvo em aço polido de MALDI-TOF MS foi subsequentemente introduzida no 

espectrómetro de massas para obtenção dos espectros proteicos. 

Os espectros para determinação dos isolados a partir de cada perfil protéico 

foram obtidos através de um laser Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluminium 

garnet; Nd:Y3Al5O12) de 1064nm, onde a intensidade do laser foi ajustada 

ligeiramente acima do limiar para a produção de íons. Um kit protéico (protein 

calibration standart I, Bruker Daltonics, Bilerica, MA, USA) com conhecidos valores 

de massa das proteínas, foram usadas 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 300 tiros de 

laser acumulados por perfil e oito perfis produzidos por amostra, levando a um total 

de 2.400 disparos de laser somados por espectro. A lista de picos obtidos foi 

exportada ao software Biotyper™ (Biotyper system, versão 3.0) onde as 

identificações finais foram determinadas. Identificação através do software 

Biotyper™ foi baseada apenas na presença ou ausência de cada pico no espectro. 

Os resultados da identificação proteômica foram comparados com a identificação 

automatizada Vitek 2 (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) realizada no Laboratório 

das referidas Unidades de Saúde (JÚNIOR et al., 2014). 

 

1.3.4. TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA IN VITRO 

 

A técnica utilizada seguiu o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008). O meio de cultura 

utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato 
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de sódio, pH 7,0 ± 0,1, com ácido morfolino propano sulfônico (MOPS; 0,165 mol.L-

1; Sigma-Aldrich). O meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 µm 

(Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os agentes antifúngicos comerciais utilizados 

foram da classe das equinocandinas (Pfizer, Nova York, EUA), preparado em Dimetil 

sulfóxido (DMSO) e fluconazol (Pfizer, Nova York, EUA) preparado em água 

deionizada. Concentrações da caspofungina, anidulafungina e micafungina foram 

preparadas e usadas nos intervalos de 0,03 a 16 µg.mL-1, e do fluconazol nos 

intervalos de 0,125 a 64 µg.mL-1. Os isolados clínicos de Candida obtidos a partir 

das hemoculturas foram mantidos em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) e 

incubados a 35°C por 24 horas. As suspensões dos isolados foram preparadas em 

solução salina, e sua densidade ajustada de acordo com a escala 0,5 de 

MacFarland em 90% da transmitância utilizando um espectrofotômetro a 530nm. O 

volume do inóculo foi ajustado para 5,0 mL de solução salina esterilizada e, 

posteriormente, diluído em RPMI 1640 para uma concentração de 2-5x103 céls.mL-1. 

Nos testes de sensibilidade foram utilizadas placas de microtitulação planas de 

96 poços (TPP; Trasadingen, Suíça). O inóculo foi adicionado aos poços com os 

antifúngicos a serem testados, e as placas foram incubadas a 35 °C durante 24 

horas para determinação das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM). As CIM para 

as equinocandinas e o fluconazol foram determinadas para 50% de inibição em 

relação aos poços controles. O teste foi realizado em duplicata. 

 

1.3.5. DETECÇÃO DA RESISTÊNCIA PELO MALDI-TOF MS (TSA-MS) 

 

O TSA-MS foi realizado de acordo com Marinach et al. (2009) com 

modificações, sendo essas o inóculo  e  dez diferentes concentrações avaliadas. 

Extratos proteicos dos isolados do complexo C. parapsilosis foram obtidos a partir de 

uma suspensão de 107 células/mL, cultivadas em meio RPMI contendo diluições 

seriadas de caspofungina, anidulafungina e micafungina (16-0,03125µg/mL) em 

placas de microtitulação e mantidas a 37°C sob agitação por 15h. Suspensão em 

RPMI sem adição de antifúngico foi utilizada como controle negativo. As células 

foram lavadas duas vezes em água destilada esterilizada e ressuspendida em ácido 

fórmico a 10%. Um microlitro de cada suspensão fúngica foi alicotada e dispensada 

diretamente, em duplicata, sobre o spot da placa em aço polido (Bruker Daltonics, 

Bremen, Germany), e em seguida, foi adicionado 1 µL de etanol absoluto e 1 µL de 
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solução saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico em acetonitrila a 50% - ácido 

trifluoracético a 2,5%, deixando secar a temperatura ambiente  a 25° C. 

Aferições espectrais foram realizadas com o equipamento (Bruker Daltonics) 

dentro de uma variação de massa de 3.000 a 8.000 Da e registrados em modo linear 

positivo (CAROLIS et al., 2012). Para cada experimento, espectros foram obtidos do 

total de 10 concentrações de cada um dos três antifúngicos e do controle livre de 

droga, e foram importados e analisados ao software MALDI Biotyper 3.0 (Bruker 

Daltonics; CAROLIS et al., 2012). A ferramenta do MALDI Biotyper nomeada Índice 

de Correlação de Composto (ICC) foi utilizada como método estatístico para analisar 

a relação entre os espectros (DEGAND et al., 2008). 

Os espectros brutos foram divididos em 12 intervalos do mesmo tamanho (417 

Da cada) e a composição de correlações cruzadas e auto correlações de todos os 

intervalos, em termos de médias geométricas, foi utilizado como parâmetro de 

distância entre os espectros (VELLA et al., 2013). Valores de ICC próximo a um 

representa elevada conformidade de espectros, enquanto que valores ao redor de 

zero indica uma clara diversidade entre os espectros (VELLA et al., 2013). 

Os resultados foram visualizados em uma matriz de correlação e traduzidos em 

“mapa calor”, onde espectros proximamente relacionados foram identificados em 

cores “quentes” e espectros não relacionados em cores “frias”, baseados em seus 

valores de ICC alto e baixo, respectivamente. Então, a sensibilidade do pico 

espectral de cada concentração foi comparada contra a concentração máxima e livre 

de droga. Finalmente, foi possível determinar a concentração mínima a alterar o 

perfil para o antifúngico avaliado; Um valor definido como a concentração da droga 

mais baixa ao qual um pico espectral é similar a aquele observado à concentração 

máxima do que o pico espectral observado à ausência de droga (CAROLIS et al., 

2012).  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.2. INFECÇÕES NOSOCOMIAIS POR LEVEDURAS DO GENÊRO Candida 

 

Nos últimos anos é observado um aumento elevado no número de casos de 

infecções fúngicas, acometendo pacientes imunocomprometidos internados em 

Unidades de Terapia Intensiva. Esse aumento está diretamente relacionado com 

alguns fatores extrínsecos ou intrínsecos, sejam esses invasivos ou também 

relacionados a estratégias de tratamento para doenças de base. Pacientes 

imunologicamente comprometidos é o grande alvo para infecções nosocomiais, 

muitos destes, fazem uso de uma antibioticoterapia prolongada e/ou de amplo 

espectro, tratamentos oncológicos, ou são pacientes transplantados, os quais 

requerem uma atenção especial (IDELEVICH et al., 2014; PANDA et al., 2015). 

Das infecções fúngicas nosocomiais, destaca-se a candidemia causada por 

Candida spp., agente endógeno ou exógeno oportunista, sendo o quarto isolado 

mais comum em infecções invasivas em adultos. As leveduras do gênero Candida 

se destacam como um dos principais agentes patogênicos que colonizam e infectam 

o hospedeiro humano e representa cerca de 80% das infecções fúngicas sistêmicas. 

Essa infecção da corrente sanguínea é uma enfermidade de gravidade elevada, que 

prolonga o tempo de internação hospitalar e eleva os custos de hospitalização, além 

de apresentar alta taxa de morbimortalidade em pacientes críticos (GHANNOUM et 

al., 2009; IDELEVICH et al., 2014; LIMA-NETO et al.,2014; WANG et al., 2014). É 

notória a preocupação de médicos e profissionais da saúde com o quadro clínico 

dos pacientes com Infecções Relacionadas a Assistência à  Saúde (IRAS) por 

alguma espécie do gênero Candida, já que são agentes comensais, causadores de  

infecções oportunistas principalmente em recém-nascidos, como também adultos 

internados em UTI. Segundo Silva et al.(2015), espécies de Candida  tem sido o 

terceiro microrganismo isolado de sangue  responsável por causar  sepse em 

neonatos. 

As leveduras do gênero Candida se apresentam como comensais em humanos 

colonizando a pele e as superfícies de mucosas, como as do trato gastrointestinal e 

trato urogenital. Além da limitação dos nutrientes, essas leveduras estabelecem uma 

relação de competição com as bactérias da microbiota, desta forma, exercem uma 

pressão seletiva, o que resulta na eliminação dos microrganismos menos adaptados, 
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tendo então um equilíbrio entre as populações microbianas nos tecidos colonizados 

(PAM et al., 2012). 

Com o sistema imunológico debilitado, ocorre um desequilíbrio entre os 

microrganismos que vivem comensalmente na microbiota, e torna o meio propício 

para instalação da infecção. Sendo essa levedura oportunista e não patógena, para 

iniciar um processo patológico, será necessário atravessar barreiras biológicas como 

pele, trato respiratório, trato gastrintestinal e trato geniturinário. Essas leveduras tem 

a capacidade de expressar alguns fatores de virulência que são expressos 

geneticamente ou quando as mesmas são submetidas a determinadas condições. 

Dentre esse fatores de virulência destacam-se: adesão, formação de biofilme, 

alterações fenotípicas e morfológicas como a filamentação e secreção de enzimas 

que resultam no início do processo patológico (CORTÉS e RUSSI, 2011; SEGUIR et 

al., 2014). 

Embora a espécie C. albicans seja o agente etiológico mais comum e mais 

patogênico aos seres humanos outras espécies de interesse clínico vem sendo 

isoladas. Dentre as espécies envolvidas as mais prevalentes são C. albicans, C. 

glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; SILVA 

et al., 2015). Segundo XIAO et al. (2014), o isolamento das espécies fúngicas varia 

de acordo com a região, onde na América do Norte a espécie mais isolada é a C. 

albicans seguida de C. glabrata. Na Europa, Austrália, América Latina e Ásia as 

espécies mais isoladas são C. parapsilosis e C. tropicalis. Na Índia, a maior 

prevalência de candidemia é por espécies de C. tropicalis (XIAO et al., 2014).O 

aumento de espécies do gênero Candida, está relacionado às condições do parto, 

prematuridade e suas consequências, presença de equipamentos invasivos e uso de 

antibióticos de amplo espectro; porém, o maior e principal fator é a colonização 

prévia por Candida spp. em pacientes com risco elevado de desenvolver candidemia 

(GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; MIRANDA et al., 2012) 

 

2.3. COMPLEXO Candida parapsilosis 

 

 C. parapsilosis foi isolada pela primeira vez por Ashford como uma espécie de 

Monilia que era incapaz de fermentar maltose a partir das fezes de um paciente com 

diarréia em Porto Rico em 1928 (ASHFORD et al., 1928). A espécie foi nomeada 

Monilia parapsilosis para distingui-lo do isolado mais comum, Monilia psilosis, 
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conhecido na atualidade como C. albicans. Inicialmente C. parapsilosis foi 

identificada como o agente de um caso fatal de endocardite em um usuário de 

drogas intravenosas em 1940 (JOACHIM; POLAYES, 1940).  

Estudos baseados no Multilocus Sequence Typing (MLST) sugeriram que os 

grupos II e III de C. parapsilosis constituíssem novas espécies, sendo nomeadas 

como complexo C. parapsilosis. O mesmo foi redefinido com três espécies distintas 

sendo C. orthopsilosis e C. metapsilosis, respectivamente, mantendo o grupo I como 

C. parapsilosis stricto sensu. Assim, o complexo C. parapsilosis passou a ser 

formado por C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis. Com 

isso, a distinção entre as três espécies só é possível por meio de análises 

genômicas (TAVANTI et al., 2005) e proteômicas (YAMAN et al., 2012). 

Infecções por espécies de Candida não-Candida albicans vem emergindo 

como uma grande ameaça para pacientes hospitalizados. É observado que a 

candidemia tem se tornado mais frequente e a espécie mais envolvida nessas 

Infecções Fúngicas Invasivas (IFIs) é o complexo C. parapsilosis. A transmissão 

desse agente fúngico invasivo dá-se principalmente de forma horizontal através de 

fontes contaminadas como dispositivos médicos ou fluidos, cateteres intravenosos, 

nutrição parenteral e das mãos de profissionais de saúde (BLANCO-BLANCO et al., 

2014).É um patógeno que apresenta considerável capacidade de formar biofilme e, 

com isso, alta afinidade com cateteres e dispositivos intravasculares. Dessa forma, 

dentre os fatores contribuem para a disseminação e a permanência da levedura no 

ambiente hospitalar, destaca-se aderência às células epiteliais e endoteliais do 

hospedeiro, formação de biofilme e secreção de enzimas hidrolíticas, tais como 

peptidases e lipases (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; MCDOUGALD et al., 2012; 

BLANCO-BLANCO et al., 2014; SILVA et al., 2015). 

 As espécies do complexo C. parapsilosis demonstram semelhanças 

fenotípicas, no entanto, possuem diferenças em relação à virulência, sendo 

correlacionada com características epidemiológicas. Dessa maneira, o complexo C. 

parapsilosis tem sido uma das principais espécies em estudos epidemiológicos e 

análises baseadas em DNA, os quais mostram que 1-10 % das infecções e 

colonizações são causadas por C. metapsilosis e C.orthopsilosis. Dentre os estudos 

que avaliam a virulência do complexo C. parapsilosis, observa-se que a C. 

metapsilosis tem sido a espécie que possui menor invasão e a menor prevalência 

em infecções humanas, enquanto que C. orthopsilosis e a C. parapsilosis strictu 
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sensu são capazes de invadir, colonizar e de infectar de forma mais grave o 

hospedeiro. Das três espécies, a C. parapsilosis é o patógeno mais frequente em 

infecções invasivas. É importante ressaltar que o complexo C. parapsilosis é 

considerado o segundo agente de candidemia mais importante na América Latina 

(GONÇALVES et al., 2010; BERTINI et al., 2013; CORDEIRO et al., 2014). 

A literatura atual contém poucos dados relativos às distribuições e 

susceptibilidades aos antifúngicos destas espécies de Candida. O surgimento de 

cepas de C. parapsilosis com sensibilidade reduzida aos azólicos e que podem ser 

transmitidas por todo o ambiente hospitalar pode estar relacionada com a utilização 

extensiva de fluconazol em combinação com a higiene das mãos inadequadas e 

cuidados com o cateter venoso central em uma população de pacientes internados 

em UTIs. Além disso, sabe-se que a formação do biofilme apresenta níveis elevados 

de resistência aos antifúngicos mais comumente utilizados. Cerca de 60% das 

infecções hospitalares estão associadas a microrganismos oportunistas que 

possuem capacidade de adesão e formação de biofilme em dispositivos médicos e 

implantes cirúrgicos (PIRES et al., 2011; SILVA et al., 2013;  XIAO et al., 2014). 

De maneira geral, a versatilidade em se adaptar a diferentes habitats e a 

capacidade de formar biofilme são os principais fatores atribuídos à virulência da 

espécie. Através interação entre os microrganismos distintos que vivem em 

associação ocorre a formação do biofilme, com isso os mesmos, agrupam-se em 

uma matriz extracelular composta por substâncias poliméricas produzidas pelas 

próprias células, a qual possibilita a aderência irreversível a superfícies bióticas ou 

abióticas (GIOLO e SVIDZINSKI,2010; SILVA et al., 2013;  XIAO et al., 2014). A 

formação de biofilmes é um sistema fortemente regulado e depende da sinergia da 

expressão de uma variedade de genes e das condições ambientais durante o curso 

da infecção. O biofilme é regulado por um sistema de comunicação denominado 

quorum sensing, o qual depende da sinergia de expressão que é utilizado para 

controlar algumas características, como sobrevivência e determinantes de 

patogenicidade. (MCDOUGALD et al., 2012). 

Portanto, a formação do biofilme por isolados de C. parapsilosis na corrente 

sanguínea se constitui um importante fator de virulência e mortalidade. Para 

algumas espécies confere maior resistência a terapia antifúngica, por limitar a 

penetração dos agentes antifúngicos através da matriz extracelular e por proteger as 

células fúngicas da resposta imune do hospedeiro. (TUMBARELLO et al., 2012). 
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2.4. DIAGNÓSTICO MICOLÓGICO 

 

 O diagnóstico clínico e laboratorial deve ser rápido e confiável, tendo em vista 

a gravidade de uma candidemia, para que o tratamento possa ser iniciado 

oportunamente na tentativa de minimizar as elevadas taxas de mortalidade. Os 

métodos de diagnósticos para as espécies de Candida variam de acordo com a 

quantidade de solicitações requeridas e com as condições do laboratório, já que 

existem vários testes disponíveis no mercado possibilitando uma avaliação 

adequada (HINRICHSEN et al., 2008; MIKULSKA et al., 2010; DANNAOUI, 2013; 

HAZEN, 2013). 

A identificação convencional se baseia em características morfológicas. Os 

meios de cultivo utilizados são ágar Sabouraud dextrose (ASD) para isolamento. As 

amostras clínicas são semeadas em duplicata na superfície do meio ágar Sabouraud 

suplementada de 20 mg/L (a 2%) de cloranfenicol contido em placas de Petri, 

mantidas à temperatura de 25º C e 37º C por até 15 dias, para posterior 

identificação, taxonômica, as leveduras produzem colônias glabras, de coloração 

branca ou bege, com textura cremosa e superfície lisa (SIDRIM; ROCHA, 2004; 

BOFF et al., 2008; SOARES et al., 2011).  

O diagnóstico através do exame direto e cultura se torna fundamental e 

auxilia na escolha terapêutica para o paciente, sendo o isolamento do agente a partir 

da hemocultura o padrão ouro.  Os métodos utilizados para a identificação e 

diferenciação das leveduras são:1) observações morfológicas; 2) testes bioquímicos 

como auxonograma que averigua a assimilação de fontes de carbono e nitrogênio e 

zimograma que observa a fermentação de carboidratos;3) desenvolvimento em 

meios cromogênicos e 4) análises moleculares. As análises moleculares são 

consideradas padrão ouro devido à alta sensibilidade e especificidade para a 

resposta. No entanto, são necessários profissionais especializados e a aquisição de 

equipamentos onerosos. A identificação através de meios cromogênicos é bastante 

eficiente, principalmente quando se tem mais de uma espécie envolvida na amostra, 

no entanto a interpretação é subjetiva, o que pode comprometer a qualidade do 

resultado (BOFF et al., 2008; SOARES et al., 2011; ANDRADE et al., 2012). 

A completa identificação taxonômica e fenotípica é time-consuming, podem 

levar vários dias para que o laudo laboratorial seja liberado, e devido a essa 

morosidade nos últimos anos se incorporou a espectrometria de massas para 
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identificação de isolados clínicos, possibilitando um resultado rápido e confiável 

(YAMAN et al., 2012). 

 

2.5. IDENTIFICAÇÃO POR MALDI-TOF MS 

 

Nos últimos 15 anos, o MALDI-TOF MS vem evoluindo cada vez mais se 

tornando uma ferramenta indispensável para microbiologistas e pesquisadores, 

mostrando ser um avanço para a tecnologia. Tornou-se um método que analisa uma 

variedade de macromoléculas de origem biológica a partir de células e tecidos. Sua 

alta precisão e sensibilidade, o tornou um método físico-químico promissor para os 

laboratórios clínicos a fim de facilitar a identificação de biomoléculas em amostras 

complexas, incluindo peptídeos, proteínas, oligossacarídeos e oligonucleotídeos. 

Frequentemente, observa-se um enorme aumento da proteômica, utilizando a 

técnica do MALDI-TOF MS para identificação proteica, podendo ser utilizada 

também como biomarcadores de doença (NOMURA, 2015; SUAREZ et al., 2015).  

O princípio do MALDI-TOF MS era que moléculas de massas com cerca de 

500-1000 Da não pudessem ser isoladas fora dos ambientes naturais, nem utilizar 

análises á vácuo em um espectrômetro de massas, sem excessiva fragmentação. 

Durante o final da década de 1960, Beckey introduziu a primeira técnica a Field 

Desoportion (FD) abrindo o início da Mass Spectrometry (MS) ou espectrometria de 

massas de moléculas biorgânicas. Vastola e Pirone em 1966, já tinham 

demonstrado espectros de compostos orgânicos, através do Time of Fligth (TOF) 

espectrômetro de massa de tempo de voo. Assim, no ano de 1974 R. Marcfarlane 

publicou o princípio da dessorção, através de um bombardeamento de moléculas 

orgânicas com fissão de produtos do Plasma Desoportion (PD). Surgiram assim, as 

primeiras tentativas de utilizar radiação a laser a fim de gerar íons para a 

espectrometria de massa, essas análises foram publicadas apenas alguns anos 

após a invenção do laser. Posteriormente, A. Benninghoven em 1975 propôs o 

Secondary Ion Mass Spectrometry (SIMS). A tentativa mais antiga de identificação 

foi relatada por Anhalt e Fenselau no ano de 1975, eles fizeram uma combinação de 

pirólise e espectrometria de massas, a fim de identificar bactérias Gram-negativas, 

sendo analisadas apenas moléculas de baixo peso. Em 1981, M. Barber introduziu o 

SIMS de compostos orgânicos dissolvidos em glicerol, através do Fast Atom 

Bombardment (FAB). Com as primeiras tentativas de dessorver amostras orgânicas 
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através da irradiação a laser foi que surgiu o conceito de uma matriz, a fim de 

facilitar a dessorção e o nascimento do íon (MARVIN et al., 2003; HILLENKAMP e 

PETER-KATALINIC, 2007).  

Em 1980, foi possível analisar moléculas grandes como proteínas intactas 

utilizando espectrometria de massas.  Paralelo a esses pesquisadores, Hillenkamp e 

Kaufman desenvolveram o Laser Micropobe Mass Analyser (LAMMA), sendo 

composta por um laser de rubi de dupla frequência com um comprimento de onda de 

344nm no ultravioleta próximo (UV) (MARVIN et al., 2003; HILLENKAMP e PETER-

KATALINIC, 2007). As primeiras publicações sobre o MALDI-TOF MS se deram por 

volta dos anos 80 por Tanaka e colaboradores. 

Os espectros gerados pelo LAMMA apresentaram ruídos os quais 

desencadearam a descoberta do MALDI em 1984. O maior marco para o 

desenvolvimento da tecnologia foi dado em 1987 por Tanaka et al., (2002), que 

conseguiram ionizar grandes moléculas por laser através de uma matriz composta 

por partículas de cobalto e glicerol. Antes sem utilização de uma matriz, a ionização 

de moléculas não voláteis ou de grande peso molecular não era possível. Em 1996, 

Claydon et al. mostraram que o fingerprints de células bacterianas intactas, podiam 

ser obtidas de uma forma simples e rápida (CLAYDON et al., 1996; MARVIN et al., 

2003; HILLENKAMP e PETER-KATALINIC, 2007; NOMURA et al., 2015). Por volta 

de 1998, foram realizadas outras publicações sobre o MALDI-TOF MS pelos 

pesquisadores Karas e Hillenkamp (MARVIN et al., 2003; HILLENKAMP e PETER-

KATALINIC, 2007). 

A demonstração da ionização de proteínas através da combinação de feixes 

de laser de determinado comprimento de onda e de uma matriz conferiu prêmio 

Nobel de química para Koichi Tanaka em 2002. A matriz foi o componente principal 

para o avanço do MALDI-TOF MS, já que por ser de natureza ácida, ajuda a romper 

as células e extrair proteínas, separar as moléculas de proteínas que são aderidas, 

além de absorver a energia do laser a provocando a dessorção das moléculas 

(TANAKA, 2002; HILLENKAMP e PETER-KATALINIC, 2007). 

Os fundamentos da técnica de MALDI-TOF MS são a desabsorção/ionização 

de moléculas orgânicas intermediadas por uma matriz química. A matriz é um 

composto orgânico capaz de absorver radiação na região do espectro onde o laser 

opera. Após a cristalização da matriz junto a amostra, a placa é introduzida no 

espectrômetro de massas, onde é bombardeada com breves pulsos de laser, forma 
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íons na fase gasosa com a fragmentação mínima e uma ionização suave, seguido 

de aceleração de partículas em um vácuo através de um campo eletromagnético. Os 

íons são separados de acordo com o "peso", onde a quantidade de tempo que cada 

partícula demora a atingir o detector “voando” através de um tubo, depende da razão 

entre a massa e a carga, ou o chamado "Time of Flight", e os resultados são 

exibidos como uma série de linhas (espectro), que correspondem a diferentes 

fragmentos que se fragmentam da molécula original (TANAKA, 2002; NOMURA, 

2015; SUAREZ et al., 2015).  

A análise dos microrganismos consiste de três etapas: primeiro ocorrerá à 

ionização e dessorção de amostra onde a amostra e a matriz são depositadas sobre 

um suporte de metal (alvo), havendo a cristalização após evaporação dos solventes. 

Por conseguinte é submetido a um disparo de Feixe de laser de UV. A matriz tem 

como função absorver energia do laser, o que provoca a vaporização (dessorção) da 

amostra e ionização permitindo a formação de íons de diferentes massas. A 

segunda etapa, o voo, onde as moléculas ionizadas são, então, aceleradas e 

separadas em uma coluna ou tubo de voo. A aceleração é proporcional às 

moléculas dependente da carga (z) e inversamente proporcional à sua massa (m). O 

que permite individualizar moléculas de amostra de acordo com a razão de m/z.  A 

terceira etapa, a detecção, onde a informação produzida é convertida em uma 

corrente elétrica e então, o sinal é amplificado e digitalizado de acordo com o tempo 

de voo (TOF). O resultado é gerado é um espectro de massas que é interpretado em 

forma de um gráfico. Assim, o eixo das abscissas corresponde à massa-carga (m/z) 

e o eixo y à intensidade no sinal (MARVIN et al., 2003;  BOUGNOUX et al., 2013) 

Ao analisar o padrão de fragmentos é possível de deduzir a estrutura da 

molécula. Após a análise das proteínas constituintes das cepas, o espectro de 

massa é gerado e interpretado como um fingerprint celular ou impressão digital de 

peptídeos e proteínas, os quais são únicos para o organismo a ser analisado e 

também pode ser denominado como mapeamento de massa dos peptídeos. Esta 

abordagem se tornou bastante eficaz na identificação de proteínas, e se baseia na 

medição precisa da massa de um grupo peptídico derivado de uma proteína 

específica seguida por proteólise. O espectro de massas de peptídeos identificados 

é exclusivo para cada tipo de microrganismo. 

 Esta técnica vem sendo empregada para identificação de leveduras onde, 

quantifica em segundos com precisão proteínas em abundância com massa entre 
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2.000 a 20.000 Da presente na amostra. As proteínas detectadas correspondem às 

proteínas celulares fúngicas, nomeadamente as proteínas ribossomais, embora 

outros proteínas citosólicas altamente abundantes também podem ser detectadas 

(MARVIN et al., 2003; MARTÍNES-LAMAS et al., 2011; ALANIO, 2013; NOMURA, 

2015; SUAREZ et al., 2015). 

Com sistemas comercialmente disponíveis a identificação é então 

determinada usando o software pré-fabricado que compara o perfil espectral do 

microrganismo com uma base de dados de referência. Atualmente existem três 

sistemas de MALDI-TOF MS comercialmente disponíveis para a identificação 

microbiana: Bruker MALDI Biotyper (Bruker Daltonics), bioMérieux VITEK MS 

(bioMérieux), Ettan MALDI-TOF (Amersham Biosciences). Uma vez que o espectro 

obtido por MALDI-TOF MS geralmente não são completamente idênticos aos da 

base de dados, um "valor score" (Bruker) ou "valor confiança" é atribuído com base 

nas semelhanças do organismo de testado com os espectros de referência.  

O MALDI-TOF MS foi recentemente descrito como uma revolução por permitir 

uma identificação rápida e precisa de bactérias e fungos, e está se tornando uma 

importante e ferramenta cada vez mais disponível em laboratórios de microbiologia 

clínica. Pode ser utilizado para a identificação de bactérias, tais como vários 

microrganismos Gram-positivos e Enterobacterias, bem como para a identificação de 

bactérias não fermentadoras e micobactérias. Além disso, muitos gêneros de 

diferentes fungos filamentosos incluindo a maioria dos dermatófitos 

(Epidermophyton, Trichophyton e Microsporum) e zigomicetos (Rhizopus, Mucor, 

Rhizomucor, Cunninghamella e Lichtheimia), além de leveduras de interesse clínico 

(Candida spp., e Cryptococcus spp.) são identificados com sucesso por MALDI-TOF 

MS. Outros gêneros de fungos como Aspergillus, Fusarium e Penicillium também 

têm sido identificadas com sucesso por essa técnica (YAMAN et al., 2012; 

HRABÁCK et al., 2013; PANDA et al., 2015).  
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2.6. SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA 

 

Concomitante ao aumento no número de infecções de etiologia fúngica 

observa-se que o aumento no uso de antifúngicos. Diante disso, é observado a 

importância de realizar testes de susceptibilidade antifúngica in vitro para 

diagnosticar isolados clínicos que possuem mecanismos de resistência à 

antifúngicos de diferentes formulações (POSTERARO e SANGUINETTI, 2014). O 

controle do foco da doença é um pré-requisito para uma melhora clínica do 

hospedeiro, já que alguns fatores de risco e complicações da infecção tornam a 

terapêutica de difícil acesso. Adicionalmente, dependendo do status imunológico e 

da idade do paciente, seja ele idoso, adulto ou neonato, a instituição terapêutica 

será diferenciada (WANG et al., 2014). 

 Sabe-se que a profilaxia antifúngica é de grande importância para pacientes 

com alto risco de infecções oportunistas, principalmente em pacientes 

imunocomprometidos ou com doenças de base. Essa terapia precoce se torna uma 

estratégia importante devido o diagnóstico ser difícil e habitualmente obtido 

tardiamente, além disso, em alguns casos há falta de infraestrutura laboratorial. 

Estudos mostram que a escolha inadequada do esquema antimicótico leva ao 

aumento da taxa de morbimortalidade em pacientes sépticos, portanto, o tratamento 

deve ser iniciado logo após a identificação do microrganismo. Fatores como agentes 

microbianos que são encontrados na natureza em forma de vida livre, em 

reservatórios animais ou fazendo parte da microbiota do hospedeiro, além do 

tratamento prolongado, dificultam a escolha do fármaco adequado (FLEMING et al., 

2014; SEGHIR et al., 2014). 

A partir do conhecimento sobre a patogenicidade da levedura, novas 

terapêuticas têm sido estudadas para auxiliar o tratamento das infecções. Os 

antifúngicos de escolha para o tratamento das candidíases podem ser administrados 

na forma oral e intravenosa, dependendo do fármaco escolhido para a terapêutica. 

Sendo assim, a escolha de um fármaco para o tratamento é instituída pelo clínico, 

que avaliará a resposta imunológica do paciente frente à infecção (PFALLER et al., 

2008; RAMESH et al., 2011; FU et al., 2012; SHIBATA et al., 2012). 

Portanto, o diagnóstico rápido e preciso indica o melhor antifúngico a ser 

utilizado no tratamento dessas infecções oportunistas. A determinação da melhor 

terapêutica é dada a partir da realização de testes de sensibilidade antifúngica in 
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vitro, o que irá determinar a resistência ou sensibilidade do fungo frente a um painel 

de moléculas bioativas, que propiciará uma terapia antifúngica eficaz (SEGHIR et 

al.,2014). O desenvolvimento de um agente antifúngico é um desafio porque há 

poucos alvos potenciais de ação que não sejam compartilhados entre os fungos e a 

espécie humana. O antifúngico ideal deve ter um amplo espectro de atividade, ter 

ação fungicida ao invés de fungistática, estar disponível em formulações oral e 

parenteral, causar poucas interações medicamentosas, ser seguro em doses 

eficazes, ter baixo custo-efetivo e ser estável à resistência microbiana. Além disso, 

as terapias antifúngicas atualmente disponíveis dependem da melhora da deficiência 

imunológica, o que em muitos pacientes não acontece (SEGHIR et al., 2014; 

SHIBATA et al., 2012). 

Outros fatores para as limitações da terapêutica incluem características fisíco-

química dos fármacos, que precisam ser altamente lipossolúveis para penetrar a 

parede do fungo, além das propriedades farmacocinéticas, especialmente 

relacionadas ao metabolismo e toxicidade e das propriedades farmacodinâmicas, 

uma vez que as diferenças entre as células eucarióticas do fungo e a do hospedeiro 

são pequenas, o que contribuem para existência de reações adversas (EL-

MASHALD, MAHMOUD, 2011; RODRIGUES et al., 2011; WILKE 2011). 

Dentre os antifúngicos utilizados para o tratamento de infecções sistêmicas se 

destacam os poliênicos (anfotericina B e anfotericina B com formulações lipídicas), 

derivados azolicos (itraconazol, fluconazol, posaconazol e voriconazol),flucitocina e 

as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina; POSTERARO e 

SANGUINETTI, 2014). 

 Durante muitos anos o fármaco de escolha para tratamentos de infecções 

fúngicas sistêmicas foi a anfotericina B, que por apresentar baixa absorção oral é 

utilizada unicamente pela via intravenosa, sendo a maior desvantagem. Apresenta 

ainda elevada nefrotoxicidade aos pacientes, devido esse motivo atualmente vem 

sendo cada vez mais substituído pelos azólicos e equinocandinas para o tratamento 

dessas infecções (CORTÉS e RUSSI, 2011; WILKE, 2011). 

Devido o elevado número IFIs, e o aumento da resistência antifúngica, a 

realização de testes de susceptibilidade in vitro têm se tornado um teste preditivo de 

grande valor terapêutico, já que tais testes possibilitam à seleção de agentes 

eficazes a fim de combater os fungos causadores de IFIs. Os testes de 

susceptibilidade antifúngica são padronizados internacionalmente pelo Clinical 
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Laboratory Standards Institute (CLSI) e European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST) e são baseados na medição do crescimento fúngico 

em diferentes concentrações do fármaco, de modo a determinar faixas de 

referências para a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de um determinado isolado 

clínico. Dessa maneira, o valor in vitro é determinado a fim de prever a eficácia 

terapêutica. Esses valores in vitro foram definidos a partir de correlações in vivo, os 

quais determinam os pontos de corte (breakpoints) para a interpretação dos 

resultados dos isolados clínicos, fornecendo um indicador útil a fim de orientar uma 

escolha terapêutica adequada (CLSI, 2008; MARINACH et al., 2009; PFALLER e 

DIEKEMA, 2012).  

De acordo com o documento M27-A3, a CIM é definida como a menor 

concentração do antifúngico capaz de promover aproximadamente 50% de inibição 

do crescimento para as equinocandinas.  O documento M27-A3 recomenda que a 

leitura do teste para espécies de Candida seja realizada após 24 horas frente as 

equinocandinas, porémapós 48 horas frente aos azólicos, devido ao crescimento 

indefinido (denominado trailing) que seria uma inibição parcial promovida pelo 

fármaco ao decorrer das primeiras horas do teste em todas as concentrações 

estabelecidas. Esse tipo de ocorrência pode ser observado em alguns isolados 

clínicos, que com 24 horas parecem sensíveis e com 48 horas apresentam-se como 

resistentes. Portanto, pesquisas apontaram que isolados com esse tipo de 

comportamento devem ser classificados como sensíveis ao invés de resistentes 

devido ao crescimento indefinido dos mesmos. No ano de 2012 foi determinado 

através do quarto suplemento do documento M27-A3, denominado M27-S4, que os 

valores dos resultados para leitura dos testes com as equinocandinas serão 

categorizados como sensível (S), resistente (R) ou intermediário (I). Além dessa 

mudança, o suplemento M27-S4 estabeleceu breakpoints espécie-específicos para 

cada espécie de Candida (ESCHENAUER et al.,2007; CLSI, 2008; CLSI, 2012; 

PFALLER e DIEKEMA 2012; PFALLER et al., 2013). 

 

2.7. EQUINOCANDINAS 

 

O surgimento das equinocandinas veio a propor um mecanismo de ação único, 

tendo uma grande eficácia in vivo. A identificação dessa classe de antifúngicos deu-

se no ano de 1974 com a anidulafungina. Investigações posteriores levaram em 
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1979 a descoberta da caspofungina, e a última molécula a ser sintetizada foi a 

micafungina em 1990, a partir do composto FK463. Esses fármacos só foram 

aprovados no ano de 2001 pelo Food and Drug Administration (FDA), sendo a 

caspofungina o primeiro comercialmente disponível, seguido em 2005 

pelamicafungina e em 2006 a anidulafungina (ESCHENAUER et al., 2007; CORTÉS 

e RUSSI, 2011; WILKE, 2011).  

As equinocandinas são hexapeptídeos cíclicos N-acil ligados com cadeia lateral 

lipídica sinteticamente modificada, com peso molecular de aproximadamente 1200 

Daltons (ESCHENAUER et al., 2007). Essa classe de fármacos é pertencente há um 

grupo de lipopetídeos semissintéticos obtidos a partir da fermentação de vários 

fungos e derivam das seguintes espécies: caspofungina pneumocandina B0 de 

Glarea lozoyensis, a micafungina do hexapeptídeo de FR901370 Coleophoma 

empedri e a anidulafungina B0 de Aspergillus nidulans (ESCHENAUER et al., 2007; 

CORTÉS e RUSSI, 2011). 

Sendo inicialmente conhecida como pneumocandinas, devido à sua atividade 

contra Pneumocystis carinii, essa classe de fármacos ficou conhecida como os 

primeiros membros do grupo lipopéptidico que possuem ação na inibição da enzima 

β-1-3-D-glucano-síntetase, sendo essa responsável pela síntese da parede celular 

dos fúngica. O β-1-3-D-glucano é um complexo enzimático composto por duas 

subunidades codificadas pelos genes FKS1 e FKS2. Com isso, o β-1-3-D-glucano 

apresenta-se como um constituinte estrutural da célula do fungo, sendo capaz de 

manter a integridade e rigidez da parede celular. O bloqueio de sua síntese resulta 

em desequilíbrio osmótico, prejudicando a viabilidade do microrganismo (DENNING, 

2003; ESCHENAUER et al., 2007). As equinocandinas têm efeitos fungicidas nas 

leveduras e fungistáticos nos fungos filamentosos e a resistência a estes 

antifúngicos é baixa. A administração é apenas endovenosa, o seu espectro de ação 

é limitado para o uso em infecções mais graves. Seu alvo terapêutico é diferente dos 

agentes antifúngicos mais utilizados, os quais têm como alvo celular o 

ergosterolsendo esse, um esterol predominante dentro das membranas das células 

dos fungos (ADERIYE e OLUWOLE, 2015; MONTAGNA et al., 2015). 

A caspofungina foi à primeira equinocandina licenciada, sendo indicada para 

candidíase esofágica, candidemia, candidíase invasiva e terapia empírica em 

pacientes com neutropenia febril, a resposta terapêutica geralmente é comparada 

com a anfotericina B e fluconazol. A micafungina foi aprovada para o uso em 
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candidíase esofágica, candidíase invasiva incluindo candidemia e para profilaxia de 

infecções por Candida em pacientes submetidos a Transplante de Células Tronco 

Hematopoiéticas (TCTH). Atualmente as indicações para o uso da anidulafungina 

são candidíase esofágica, candidemia e candidíase invasiva (PERLIN, 2007; 

CORTÉS e RUSSI, 2011; WILKE, 2011; CAROLIS et al., 2012). 

A maioria dos fungos possui o β-1-3-D-glucano como constituinte da parede 

celular, no entanto, isso varia entre diferentes espécies, sendo mais predominante 

nas espécies de Candida e Aspergillus, do que em formas de levedura dos fungos 

dimórficos. É observado queas paredes celulares das formas filamentosas de 

Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Paracoccidioides brasiliensis 

também contém quantidades significativas de 1,3-β-D-glucano, enquanto nos 

zigomicetos existe uma ausência desse componente estrutural. Em contrapartida é 

observado que nem sempre a presença desse composto garante atividade das 

equinocandinas contra isolados clínicos. Um exemplo é parede celular de 

Cryptococcus neoformans, a qual contém β-1,3-D-glucano componente essencial 

para o seu crescimento, no entanto, as equinocandinas não demonstram uma 

atividade antifúngica eficaz frente a esse patógeno. Outro fator importante é que as 

equinocandinas são altamente eficazes frente a leveduras tais como C. glabrata e C. 

krusei resistentes a derivados azólicos, além de ter uma boa resposta para alguns 

biofilmes de espécies de Candida (MALIGIE e SELITRENNIKOFF, 2005; 

ESCHENAUER et al., 2007; PERLIN, 2015). 

Atividade das equinocandinas frente Candida spp.  mostra que as CIMs  são 

bem mais baixas que anfotericina B e fluconazol, com exceção de C. parapsilosis e 

C. guilliermondii, contra o qual eles são semelhantes. O CLSI (2012) estabeleceu no 

suplemento M27-S4 orientações para a interpretação da CIM para cada espécie de 

Candida. Portanto, os testes de susceptibilidade antifúngica in vitro de Candida 

parapsilosis frente às equinocandinas é dita como sensível com o valor ≤ 2 µg/mL, 

intermediaria com o valor de 4 µg/mL e resistente com o valor ≥ 8 µg/mL,  

estabelecendo então breakpoints para diferenciar mutantes resistentes de isolados 

sensíveis (PFALLER et al., 2008;CLSI, 2012; CORDEIRO et al., 2014; IDELEVICH 

et al., 2014). 
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2.8. DETECÇÃO DE RESISTÊNCIA POR MALDI-TOF MS 

 

A aplicação da espectrometria de massas pela técnica de Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionization, Time-of-Flight (MALDI-TOF) vem se desenvolvendo 

cada vez mais, sendo inicialmente aplicada em identificação de bactérias e fungos 

em muitos laboratórios clínicos. Outras aplicações têm sido abordadas, incluindo a 

identificação da resistência aos antibióticos. A pesquisa nesse contexto tem direções 

principais, incluindo a detecção de antibiótico por modificações nas enzimas 

degradantes, a detecção de mecanismo de resistência determinantes por meio de 

estudos de proteômica de bactérias multirresistentes, e a análise das modificações 

de locais (alvo), tais como metilação do ribossomo. Além disso, a quantificação de 

antibióticos é sugerida como uma nova abordagem para estudar influxo e efluxo em 

células bacterianas (GRIFFIN  et al.,  2012; HRABÁK  et al., 2013). 

 Griffin  et al.  (2012), mostra alterações nos espectros de massa de cepas de 

Staphylococcus aureus no teste de susceptibilidade a meticilina. Além disso, MALDI-

TOF MS foi capaz de detectar a resistência a teicoplanina glicopéptideo 

(MAJCHERCZYH et al., 2006). No ano seguinte, a técnica também foi usada para a 

análise genética determinando resistência Streptococcus pneumoniae a 

fluoroquinolonas, através da detecção de mutações nas estruturas alvo, antes isso 

só era capaz de ser detectado fenotipicamente (MELAKHOVA et al., 2007). Em 

2013, Hrabák  et al.,  utiliza o MALDI-TOF MS para monitorizar a atividade in vitro de 

carbapenemases, isto é, o produto de degradação do carbapenem hidrolisado e 

descarboxilado. 

Pesquisas atuais mostram a possibilidade de utilizar sistemas de 

espectrometria de massa (MS), especificamente MALDI-TOF a fim de identificar 

certos mecanismos de resistência enfatizando as vantagens na utilização. Com isso 

deve ser destacado que o custo de cada determinação é claramente menor do que 

as técnicas moleculares clássicas para a detecção de genes envolvidos na 

resistência. Além disso, a detecção de resistência por MALDI-TOF reduz o tempo de 

obtenção de resultados em comparação com métodos de rotina utilizados com mais 

frequência (HRABÁK et al., 2013; ZBOROMYRSKA et al., 2014). 

Em contraponto ao uso do MALDI-TOF, estudos evidenciam uma falta de 

correlação dos testes de sensibilidade antifúngica in vitro e a clínica in vivo, contudo 

sabe-se que para uma terapêutica eficaz em pacientes com infecções fúngicas é 
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necessária a realização de testes laboratoriais in vitro, a fim de determinar a 

concentração do antifúngico a ser utilizado no tratamento. Dentro desse contexto, 

existe a discordância dos testes de susceptibilidade, que pode conter um erro de 

classificação de uma cepa resistente categorizada como sensível ou vice-versa. A 

partir disso, emerge a ideia do desenvolvimento de um teste preciso e confiável 

possibilitando benefícios econômicos significativos, bem como melhoria na 

qualidade da assistência ao paciente (MARINACH et al., 2009; CAROLIS et al., 

2012; SARACLI et al., 2015). 

Embora a detecção de mecanismos de resistência antibacteriana através da 

espectrometria de massas se encontre relativamente avançada com dezenas de 

publicações, o uso dessa metodologia para detecção de resistência antifúngica deu 

o primeiro passo em 2009 com uma publicação de Marinach e colaboradores. A 

partir desse ano, mais três pesquisas foram publicadas totalizando apenas quatro 

até o presente momento (CAROLIS et al., 2012; VELLA et al., 2013; SARACLI et al., 

2015).   

Marinach et al. (2009) descreveram uma mudança mínima no perfil proteico 

detectado por MALDI-TOF, para cepas de C. albicans frente fluconazol, ou seja, a 

concentração mais baixa de droga em que uma alteração na massa no perfil 

espectral pode ser detectada após exposição por 15 hs, das cepas ao antifúngico. 

Houve uma concordância 94% entre a categorização das cepas a partir dos 

resultados de CIM em relação ao MALDI-TOF. Através de observações, os 

pesquisadores criaram o Minimal Profile Change Concentration (MPCC). Para isso 

uma análise estatística é utilizada a fim de calcular o valor baseado na massa e 

intensidade de cada pico gerado (MARINACH et al., 2009).  

No ano de 2012, Carolis e colaboradores avaliaram 44 isolados fúngicos com e 

sem resistência associada a mutações FKS1. No teste foram incluídas 34 espécies 

do gênero Candida incluindo, 14 espécies de Candida albicans, quatro Candida 

parapsilosis, quatro C. krusei e dez isolados de Aspergillus incluindo, seis 

Aspergillus fumigatus e quatro Aspergillus flavus, para o teste também foram 

incluídas cepas controle C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258. As 

leveduras foram expostas em concentrações de 64-0.008 µg/mL frente a 

caspofungina e incubadas por 37°C sob agitação por 15 horas. Em seguida foi 

observada a Mudança mínima no Perfil Proteíco e a partir desse, foi criada uma 

Matriz através dos Índices de Correlação dos Compostos (ICC). Com isso, eles 
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confirmaram as descobertas anteriores, que mostram que o TSA pelo MALDI-TOF 

MS é uma ferramenta reprodutível e confiável para teste de susceptibilidade 

antifúngica. 

Em 2013, Vella et alli  avaliaram através do Teste de Susceptibilidade 

Antifúngica (TSA) pelo MALDI-TOF MS, 65 espécies de C. albicans frente a 

caspofungina, incluindo 13 cepas com mutações FKS 1, com o período de três horas 

de incubação, onde foram avaliadas as concentrações 0 (Nula), 0,03 µg/mL 

(Intermediária) e 32 µg/mL (Máxima). Após a exposição das leveduras nas diferentes 

concentrações do fármaco com o período de 3 horas, foi possível observar a 

Mudança Mínima no Perfil Proteíco e em seguida criar a Matriz ICC. Deste modo, a 

resistência de C. albicans a caspofungina pode ser rapidamente avaliada. Além 

disso, o TSA baseada no MALDI-TOF MS (TSA-MS) foram consistentes com as 

cepas com mutações em genes Fks1 e a metodologia de referência CLSI. A 

abordagem TSA-MS pode proporcionar uma metodologia rápida e confiável para 

detecção da resistência antifúngica e acelerar o início do tratamento com um 

fármaco adequado. 

Recentemente, em 2015, Saracli e colaboradores avaliaram através da 

tecnologia do MALDI-TOF MS, a detecção de resistência antimicótica dos triazóis 

em 35 espécies de C. albicans, 35 espécies de C. glabrata e 37 espécies de C. 

tropicalis. As cepas foram expostas ao fluconazol, voriconazol ou posoconazol em 

duas concentrações diferentes além de um controle livre de droga, foi avaliada uma 

concentração média e uma concentração elevada para cada fármaco fluconazol 64 

µg/mL, voriconazol e posaconazol 16 µg/mL.  

No geral, concordância essencial entre MALDI-TOF MS e CLSI variou entre 

54% e 97%, e foi maior para posaconazol contra C. glabrata. A reprodutibilidade de 

o ensaio de MALDI-TOF MS variou entre 54,3 e 82,9% e foi melhor para o fluconazol 

contra C. albicans e posaconazol contra C. glabrata. A reprodutibilidade também foi 

mais elevada para isolados de C. glabrata em comparação com C. albicans e C. 

tropicalis. Estes resultados demonstram que a MALDI-TOF MS ser usado para 

determinar simultaneamente as espécies de Candida e classificação como sensíveis 

ou resistentes aos antifúngicos triazólicos. Os espectros obtidos pelo MALDI-TOF 

MS foram utilizados para criar a Matriz ICC de cada isolado. Os resultados foram 

comparados com as classificações sensível ou resistente, medindo as CIMs de 

acordo com o CLSI. O ensaio pelo MALDI-TOF MS foi capaz de classificar 
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susceptibilidade aos triazóis de todas as espécies. Assim, eles concluíram que os 

resultados demonstram que o Teste de Susceptibilidade Antifúngica pelo MALDI-

TOF MS pode ser usado para determinar a classificação de sensibilidade ou 

resistência frente as espécies de Candida. No entanto, mais estudos são 

necessários para refinar a metodologia e melhorar a reprodutibilidade deste ensaio.  
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3. ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

3.1. OBTENÇÃO E DIAGNÓSTICO  MICOLÓGICO 

 

As coletas das amostras clínicas ocorreram após a aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Ciências da Saúde (CCS) 

identificado pelo n° CAAE 35762214.2.0000.5208, e foram obtidas a partir do mês 

de agosto de 2014 até julho de 2015. As amostras sanguíneas positivas para 

Candida sp. foram enviadas ao Laboratório de Micologia Médica, onde realizou-se o 

exame direto da hemocultura para confirmar a presença de leveduras (Figura 1), em 

seguida, retirou-se 1 mL do sangue e semeou no meio de cultura Ágar Sabouraud 

Dextrose adicionado de clorafenicol em placa, a fim de obter apenas o crescimento 

fúngico sendo incubado em estufa a 37° C. Após 48 horas, observou-se o 

crescimento fúngico, onde foi retirado um fragmento da colônia e semeado em tubo 

para posterior identificação (Figura 2).  

 

 

Figura 1. Exame direto a fresco a partir do sangue crescido em BHI evidenciando a presença de 
leveduras globosas, hialinas e brotantes (seta). Ampliação: 400x.  

 

Durante o período de coleta, ocorreram 213 admissões na UTI do Hospital 

das Clínicas de Pernambuco (HCPE) e 20 casos confirmados de candidemia, 

acometendo treze pacientes do sexo masculino e sete feminino, com idades que 

variam de 0 a 68 anos e totalizando uma incidência de 93,89 casos a cada 1.000 

admissões. A partir do levantamento dos dados, observou-se que os fatores de risco 
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correlacionados com essa infecção nosocomial, são as doenças de base, como o 

Diabetes Mellitus, o uso de dispositivos invasivos e uso prolongado de 

antibioticoterapia. 

Adicionalmente, foram incluídas na pesquisa dez leveduras do complexo 

Candida parapsilosis isoladas de hemoculturas de pacientes internados na UTI do 

Hospital Getúlio Vargas (HGV) e 14 do Hospital Agamenon Magalhães (HAM), as 

quais totalizaram 30 leveduras do referido complexo quando adicionadas as seis 

leveduras obtidas no HCPE. As amostras do complexo C. parapsilosis advindas do 

Hospital Getúlio Vargas e do Hospital Agamenon Magalhães foram adicionadas a 

pesquisa a fim de totalizar 30 leveduras do complexo Candida parapsilosis. 

. 

 

Figura 2. Colônias de isolado clínico de Candida parapsilosis com dois dias de desenvolvimento em 
meio ASD, incubado a 37° C, apresentando coloração branca a creme, com superfície lisa e textura 

glabrosa. 
 

Durante o estudo foram isoladas 44 leveduras advindas de pacientes 

internados em UTIs das três Unidades de Saúde, onde os isolados mais frequentes 

foram 30 (68,1%) leveduras do complexo C. parapsilosis, sendo 26 (59%) C. 

parapsilosis stricto sensu, duas (4,5%) C. orthopsilosis e duas (4,5%) de C. 

metapsilosis. As demais leveduras isoladas foram dez (22,7%) de C. albicans, duas 

(4,5%) de C. tropicalis, uma de (2,2%) C. haemulonii e um isolado identificado 

apenas como Candida sp, pois o mesmo não se desenvolveu no meio sintético Ágar 

Sabouraud Dextrose, todas as leveduras foram identificadas através da 

espectrometria de massas pela técnica MALDI-TOF MS. 
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3.2. ANÁLISE PROTEÔMICA 

 

A identificação por MALDI-TOF MS ocorreu através dos espectros obtidos 

que foram analizados por um algoritmo, o qual comparou os espectros brutos com 

os espectros da base de dados BiotyperTM versão 3.1, (Bruker Daltonics, 

Germany/USA), que identificou em nível de espécie as 43 leveduras com valores de 

registro (score) ≥2.0. Quando a identificação apresentava um score abaixo de 2.0, foi 

realizada nova extração protéica do isolado para confirmação do resultado. Um 

exemplo do relatório de identificação dos isolados com seus respectivos scores 

estão exemplificados na Figura 3. 

 

 

 

Os picos espectrais das leveduras do complexo C. parapsilosis possuem 

padrão espectral semelhante, com algumas diferenças no fingerprint celular, o que 

diferencia espectralmente uma das outras, conforme observado na Figura 4.  Após 

análise proteômica, os isolados identificados em nível de espécie foram comparados 

Figura 3. Resultados das leveduras identificadas pelo MALDI Biotyper. Fonte: Software MALDI Biotyper 

versão 3.1. 
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com o diagnóstico dos Laboratórios de Microbiologia dos referidos hospitais 

públicos, emitido através da automação Vitek II, conforme sumarizado na Tabela 1. 

 

 

 

*Obtido em Smartbean Autoflex III Bruker Daltonics. A) Espectro de massas do isolado Candida 
parapsilosis stricto sensu 595.  B) Espectro de massas do isolado Candida orthopsilosis 12680. C) 

Figura 4. Plano espectral proteico de leveduras do Complexo Candida parapsilosis* 
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Espectro de massas do isolados Candida metapsilosis 7755. Fonte: Software MALDI BiotyperTM 
versão 3.1. 

Tabela 1.Comparação entre o diagnóstico pelo VitekII e o MALDI-TOF MS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 * NÃO HOUVE DESENVOLVIMENTO FÚNGICO EM MEIO SINTÉTICO ÁGAR SABOURAUD, 

IMPOSSIBILITANDO A IDENTIFICAÇÃO POR MALDI-TOF MS.

 
N° 

Isolado 

 
Origem 

 
Identificação Vitek II 

 
Identificação MALDI-

TOF MS 

02/09 HGV Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

04/09 HGV Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

05/09 HGV Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

0701 HC Candida sp. Candida albicans 

121 HGV Candida albicans Candida parapsilosis 

122 HGV Candida albicans Candida parapsilosis 

251 HGV Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

344 HC Candida sp. Candida tropicalis 

345 HC Candida sp. Candida tropicalis 

346 A HC Candida sp. Candida parapsilosis 

346 B HC Candida sp. Candida parapsilosis 

347 HC Candida sp. Candida haemulonii 

445 HGV Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

451 HGV Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

459 HC Candida sp. Candida albicans 

460 HC Candida sp. Candida albicans 

473 HC Candida sp. Candida albicans 

474 HC Candida sp. Candida parapsilosis 

595 HC Candida sp. Candida parapsilosis 

596 A HC Candida sp. Candida parapsilosis 

596 B HC Candida sp. Candida parapsilosis 

630 HGV Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

653 HGV Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

658 A HC Candida sp. Candida albicans 

658 B HC Candida sp. Candida albicans 

2102 HC Candida sp. Candida albicans 

2402 HC Candida sp. Candida albicans 

2995 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

3990 HC Candida sp. Candida albicans 

5283 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

5551 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

5902 HC Candida sp. Candida albicans 

6085 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

7398 HAM Candida parapsilosis Candida metapsilosis 

7491 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

7736 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

7755 HAM Candida parapsilosis Candida metapsilosis 

9390* HC Candida sp. - 

9968 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

12680 HAM Candida parapsilosis Candida orthopsilosis 

13531 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

14495 HAM Candida albicans Candida orthopsilosis 

13650 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 

14659 HAM Candida parapsilosis Candida parapsilosis 
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3.3. TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA IN VITRO 

O teste de susceptibilidade antifúngica in vitro foi realizado com quatro 

antimicóticos, anidulafungina, caspofungina, micafungina e fluconazol, utilizando o 

protocolo M27-A3 e o suplemento M24-S4 do CLSI, frente as 43 leveduras que se 

desenvolveram em meio sintético.  

Todas as leveduras (100%) foram sensíveis frente a anidulafungina; quarenta 

e duas (97,67%) foram sensíveis e apenas uma (4,6 %) foi resistente a 

caspofungina. Para micafungina, quarenta e duas (97,67%) foram sensíveis, e 

apenas uma (4,6%) foi intermediária. Em relação ao fluconazol trinta e seis (83,7%) 

das leveduras foram sensíveis, quatro (9,3%) foram susceptíveis dose-dependente e 

três (6,9%) isolados apresentaram resistência. O breakpoint com sua respectiva CIM 

de cada levedura se encontra sumarizado na Tabela 2. Todos os testes de 

sensibilidade foram realizados em duplicata para cada levedura. 

 

Tabela 2. Teste de susceptibilidade antifúngica in vitro das 43 cepas de Candida isoladas a partir do 
sangue de pacientes internados nas UTIs dos hospitais HAM, HC, HGV, entre agosto de 2014 a julho 
de 2015. 

 
N° 

Isolado 

 
Origem 

 
 

Espécies isoladas 

 
CIMs (µg/mL) 

Anidula.            Caspo.                 Mica.             Fluco. 

02/09 HGV Candida parapsilosis S (0.25) S (0.0625) S (0.25) S (1) 

04/09 HGV Candida parapsilosis S (0.25) S (0.25) S (0.25) S (0.5) 

05/09 HGV Candida parapsilosis S (0.25) S (0.25) S (0.25) S (1) 

0701 HC Candida albicans S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.125) 

121 HGV Candida parapsilosis S (0.25) S (0.125) S (0.125) S (0.5) 

122 HGV Candida parapsilosis S (0.125) S (0.25) S (0.125) SDD (4) 

251 HGV Candida parapsilosis S (0.0625) S (0.03125) S (0.03125) R (64) 

344 HC Candida tropicalis S (0.03125) S (0.25) S (0.03125) S (0.25) 

345 HC Candida tropicalis S (0.03125) S (0.25) S (0.0625) S (0.5) 

346 A HC Candida parapsilosis S (0.25)  S (0.25) S (2) S (0.25) 

346 B HC Candida parapsilosis S (0.25) S (0.25) S (2) S(0.25) 

347 HC Candida haemulonii S (<0.03125) S(<0.03125) S(<0.03125) S(<0.125) 

445 HGV Candida parapsilosis S (0.125) S (0.25) S (0.25) S (0.5) 

451 HGV Candida parapsilosis S (0.5) R (8) S (0.03125) S (1) 

459 HC Candida albicans S (0.03125) S (0.03125) S (0.0625) S (0.25) 

460 HC Candida albicans S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S(0.0125) 

473 HC Candida albicans S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.25) 

474 HC Candida parapsilosis S (0.5) S (0.5) I (4) S (1) 

595 HC Candida parapsilosis S (0.25) S (0.25) S (1) S (1) 

596 A HC Candida parapsilosis S (0.25) S (0.25) S (0.5) S (1) 

596 B HC Candida parapsilosis S (0.25) S (0.25) S (0.5) S (0.5) 

630 HGV Candida parapsilosis S (0.0625) S (0.0625) S (0.0125) S (2) 
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Continuação Tabela 2. Teste de susceptibilidade antifúngica in vitro das 43 cepas de Candida 

isoladas a partir do sangue de pacientes internados nas UTIs dos hospitais HAM, HC, HGV, entre 

agosto de 2014 a julho de 2015. 

O valor da CIM foi definida como a menor concentração do agente antifúngico capaz de inibir o 
crescimento fúngico. I, Intermediário; CIM, Concentração Inibitória Mínima; R, Resistente; S, sensível; 
SDD, Susceptível Dose Dependente. 9390* levedura não cresceu em meio sintético Àgar Sabouraud 
Dextrose.  
 

3.4. DETECÇÃO DE RESISTÊNCIA PELO MALDI-TOF MS 

Todas as 30 leveduras do complexo Candida parapsilosis foram testadas frente 

a 11 diferentes concentrações de cada uma das três equinocandinas 

(Anidulafungina, Caspofungina e Micafungina), totalizando 33 condições 

experimentais distintas por levedura e 990 análises em toda população avaliada. As 

análises foram realizadas em duplicata. A detecção foi realizada através da 

 
N° 

Isolado 

 
Origem 

 
 

Espécies isoladas 

 
MICs (µg/mL) 

  
Anidula. Caspo. Mica.  
 

 
 

 

653 HGV Candida parapsilosis S (0.125) S (1) S (0.25) S (1) 

658 A HC Candida albicans S(<0.03125) S (0.03125) S(<0.03125) S(<0.125) 

658 B HC Candida albicans S(<0.03125) S (0.03125) S(<0.03125) S(<0.125) 

2102 HC Candida albicans S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) R (16) 

2402 HC Candida albicans S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) SDD (4) 

2995 HAM Candida parapsilosis S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.5) 

3990 HC Candida albicans S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) SDD (4) 

5283 HAM Candida parapsilosis S (0.125) S (0.0625) S (0.25) S (0.25) 

5551 HAM Candida parapsilosis S (0.5) S (0.125) S (0.125) S (0.5) 

5902 HC Candida parapsilosis S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) R (8) 

6085 HAM Candida parapsilosis S (0.25) S (0.5) S (1) S (0.5) 

7398 HAM Candida metapsilosis S (0.03125) S(<0.03125) S(<0.03125) S (2) 

7491 HAM Candida parapsilosis S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.5) 

7736 HAM Candida parapsilosis S (0.25) S (0.0625) S (0.25) S (2)  

7755 HAM Candida metapsilosis S (0.03125) S (0.03125 ) S (0.03125) S (2) 

9390* HC - - - - - 

9968 HAM Candida parapsilosis S (0.25) S (1) S (0.5) S (2) 

12680 HAM Candida orthopsilosis S (0.0625) S (0.5) S (0.0625) SDD (4) 

13531 HAM Candida parapsilosis S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (2) 

14495 HAM Candida orthopsilosis S (0.0625) S (0.03125) S (0.25) S (2) 

13650 HAM Candida parapsilosis S (0.25) S (0.25) S (2) S (2) 

14659 HAM Candida parapsilosis S(<0.03125) S(<0.03125) S(<0.03125) S (2) 

22019 ATCC Candida parapsilosis S (0.125) S (1) S (0.25) S (2) 

Fluco. 
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combinação do Teste de Susceptibilidade Antifúngica padronizada pelo CLSI e o 

Teste de susceptibilidade Antifúngica por Espectrometria de Massas.   

Para as 30 leveduras avaliadas foram utilizadas condições semelhantes de 

preparo do inóculo e temperatura de incubação como descrito pelo CLSI a fim de 

permitir uma melhor comparação entre ambas metodologias. Os resultados estão 

expressos na Tabela 3, e os isolados que apresentaram discrepância em seu ponto 

de corte de acordo com cada metodologia, encontram-se destacados em negrito. 

 

Tabela 3. Comparação entre o TSA* pelo CLSI** e o TSA pelo MALDI-TOF MS¶ 

*TSA- Teste de  Suscept ib i l idade Ant i fúngica  
**CLSI-Cl in ica l  Laborato r ia l  

¶MALDI-TOF MS-Matr i x Ass is ted Laser Desorpt ion/ Ion iza t ion Time of  F l ight  Mass 
Spectrometry . ¨CIM- Concentração Inibitória Mínima. •MPCC- Min imal  Prof i le  Change Concentra t ion  
‘S- Sensíve l ."R- Resis tente .+ I -  In termediá r io .  Fonte:  própr ia  

  
              CIM¨ (µg/mL)                                              MPCC•( µg/mL) 

 N° 
Isolado    
                 Anidula.            Caspo.           Mica.             Anidula.          Caspo.              Mica. 

02/09 S’ (0.25) S (0.0625) S (0.25) I (4) S (0.03125) S (0.125) 
04/09 S (0.25) S (0.25) S (0.25) S (0.25) S (0.0625) S (0.25) 
05/09 S (0.25) S (0.25) S (0.25) S (0.0625) S (2) S(0.03125) 

121 S (0.25) S (0.125) S (0.125) S (2) S (0.125) S (0.125) 

122 S (0.125) S (0.25) S (0.125) S (0.0625) S (0.25) S (0.0625) 

251 S (0.0625) S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.125) S(0.03125) 

346 A S (0.25) S (0.25) S (2) S (0.25) S (0.0625) S (1) 
346 B S (0.25) S (0.25) S (2) S (0.25) S (0.0625) S (1) 

445 S (0.125) S (0.25) S (0.25) S (0.5) R (8) S (0.5) 
451 S (0.5) R" (8) S (0.03125) S (0.125) S (2) S (0.125) 
474 S (0.5) S (0.5) I+ (4) I (4) S (0.25) S (0.125) 

595 S (0.25) S (0.25) S (1) I (4) S (0.25) S (0.25) 

596 A S (0.25) S (0.25) S (0.5) S (0.0625) S (0.0625) S (0.5) 

596 B S (0.25) S (0.25) S (0.5) S (0.125) S (0.03125) S (2) 

630 S (0.0625) S (0.0625) S (0.0125) S (0.03125) S (0.125) S (0.0625) 

653 S (0.125) S (1) S (0.25) S (0.03125) S (0.03125) S(0.03125) 

2995 S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.0625) S (0.25) S (0.25) 

5283 S (0.125) S (0.0625) S (0.25) S (0.5) S (0.03125) S (0.0625) 

5551 S (0.5) S (0.125) S (0.125) R (8) S (0.5) S (0.5) 

6085 S (0.25) S (0.5) S (1) S (1) S (0.25) S (0.125) 

7398 S (0.03125) S(<0.03125) S(<0.03125) S (0.125) S (0.125) S (0.25) 

7491 S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.125) S (0.125) S (0.25) 

7736 S (0.25) S (0.0625) S (0.25) S (0.5) S (0.25) S (0.5) 
7755 S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.0625) S (0.03125) S(0.03125) 
9968 S (0.25) S (1) S (0.5) R (8) S (0.03125) S (2) 

12680 S (0.0625) S (0.5) S (0.0625) S (0.25) S (0.5) S (1) 

13531 S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.125) S (0.25) 

14495 S (0.0625) S (0.03125) S (0.25) S (1) S (0.125) S(0.03125) 

13650 S (0.25) S (0.25) S (2) S (1) S (0.5) S (0.5) 

14659 S (<0.03125) S(<0.03125) S(<0.03125) S (0.0625) S (0.25) S (0.25) 

ATCC 
22019 

S (0.125) S (1) S (0.25) S (0.125) S (0.25) S (0.125) 
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O número de isolados e sua respectiva porcentagem, sensíveis de acordo 

com as duas metodologias (CLSI e MALDI-TOF) frente a anidulafungina, 

caspofungina e micafungina para o complexo Candida parapsilosis podem ser 

visualizados na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Número absoluto e porcentagem de isolados sensíveis frente as três equinocandinas 

através das metodologias que determinam o CIM (CLSI) e o MPCC (MALDI-TOF). 

 
*CLSI-  Cl in ica l  Laborato ry Standar ts  Ins t i tu te  

**MALDI-TOF-Matr i x Ass is ted Laser Desorpt ion Ion izat ion Time -of-F l ight  

 

O cálculo da reprodutibilidade, fazendo comparação em percentual das duas 

metodologias, a fim de observar a eficácia e concordância dos dois testes, está 

sumarizado na Tabela 5, onde a reprodutibilidade em comparação entre os dois 

testes variou de 91,6% a 98, 3%, dependendo do antimicótico avaliado. 

 

Tabela 5. Reprodutibilidade em Porcentagem das duas metodologias para o TSA 
 

 

 
 
  

Valores de reprodutibilidade de cada espécie do Complexo Candida parapsilosis em combinação com cada 

equinocandina. 

 

Ao comparar as duas metodologias, têm-se os resultados: 1) o MALDI-TOF 

para anidulafungina evidenciou 25 leveduras sensíveis (83,3%), duas leveduras 

resistentes (6,6%) e três leveduras obtiveram concentrações intermediárias, 

enquanto que pelo CLSI, 30 leveduras foram sensíveis (100%). O MALDI-TOF para 

caspofungina evidenciou 29 leveduras sensíveis (96,6%) e uma resistente (3,3%), 

senso semelhante para o CLSI. O MALDI-TOF para micafungina foi sumarizado com 

30 leveduras sensíveis (100%), enquanto que para o CLSI foi obtido 29 leveduras 

sensíveis (96,6%) e uma intermediária (3,3%). Entre as discrepâncias, está o isolado 

Candida parapsilosis 5551 que obteve frente andulafungina a CIM de 0.5 µg/mL pelo 

Espécies                       CLSI*                                                    MALDI-TOF** 
                    Anidula.      Caspo.         Mica.             Anidula.      Caspo.      Mica. 

Complexo 
Candida          30                29                29                     25                29             30 
parapsilosis (100%)         (96,6%)       (96,6%)            (83,3%)        (96,6%)     (100%)      

Espécies                          Anidulafungina           Caspofungina           Micafungina                

Complexo 
Candida parapsilosis (30)          91,6%                          96,6%                             98,3%       
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CLSI sendo categorizada como sensível e o MMPC de 8µg/mL por espectrometria 

de massas sendo resistente.  

A Figura 5 evidencia os espectros de massas da Candida parapsilosis 5551 e 

a Mudança Mínima no Perfil Proteíco após exposição a anidulafungina. Observa-se 

que os picos espectrais se mantiveram sem alteração até a concentração de 

8µg/mL, caracterizando resistência. Todos os espectros da levedura foram 

correlacionados e auto-correlacionados gerando uma matriz traduzida em mapa de 

calor (Figura 6) através de índices de correlação de composto (ICC). A Tabela 6 

apresenta os valores de ICC máximo e ICC nulo, para cada concentração, que 

foram utilizados para gerar a matriz de correlação.  

A Figura 7 evidencia os espectros de massas da Candida parapsilosis 5551 e 

a Mudança Mínima no Perfil Proteíco após exposição a caspofungina. Observa-se 

que os picos espectrais se mantiveram sem alteração até a concentração de 

0,5µg/mL, caracterizando sensibilidade. Todos os espectros da levedura foram 

correlacionados e auto-correlacionados gerando uma matriz traduzida em mapa de 

calor (Figura 8) através de índices de correlação de composto (ICC). A Tabela 7 

apresenta os valores de ICC máximo e ICC nulo, para cada concentração, que 

foram utilizados para gerar a matriz de correlação.  

A Figura 9 evidencia os espectros de massas da Candida parapsilosis 5551 e 

a Mudança Mínima no Perfil Proteíco após exposição a micafungina. Observa-se 

que os picos espectrais se mantiveram sem alteração até a concentração de 

0,5µg/mL, caracterizando sensibilidade. Todos os espectros da levedura foram 

correlacionados e auto-correlacionados gerando uma matriz traduzida em mapa de 

calor (Figura 10) através de índices de correlação de composto (ICC). A Tabela 8 

apresenta os valores de ICC máximo e ICC nulo, para cada concentração, que 

foram utilizados para gerar a matriz de correlação.  

Após o cruzamento de cada concentração do espectro com uma das duas 

concentrações extremas, máxima ou nula, formou então a matriz ICC onde, ao lado 

direito do mapa de calor esta a concentração máxima e na parte inferior do mesmo a 

concentração mínima ou nula, esses resultados foram expressos em uma tabela 

para cada fármaco avaliado. 
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Figura 5. Espectros de Massas da levedura Candida parapsilosis 5551 frente a Anidulafungina* 
*Levedura 5551 frente a Anidulafungina 16 - 0,03125 µg/mL com exposição de 15 horas a 37 °C. 
Fonte: MALDI Biotyper versão 3.0. 
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Figura 6. Matriz ICC da Candida parapsilosis 5551 frente a Anidulafungina* 

*Representação do Índice de Correlação do Composto (ICC) onde a matriz é derivada da seleção dos 

espectros de massas para Candida parapsilosis 5551 exposta por 15 horas a 37°C (CIM 8µg/mL) 

para Anidulafungina (incluindo o valor nulo) de 16 - 0,03125 µg/mL. A correlação dos espectros e 

auto-correlações foram traduzidos em um mapa de calor onde os espectros relacionados são 

mostrados em cores quentes e os espectros não relacionados em cores frias. Fonte: MALDI Biotyper 

versão 3.0. 

 

               Tabela 6.Valores de correlação e auto-correlações para anidulafungina 

MPCC 
(µg/mL) 

 
ICC Nulo 

 
ICC Máximo 

0 0,5881 1,000 
0,03125 0,5516 0,9565 
0,0625 0,5730 0,9519 
0,125 0,5856 0,9669 
0,25 0,5854 0,9536 
0,5 0,5656 0,9368 
1 0,5921 0,9773 
2 0,5773 0,8374 
4 0,5434 0,9343 
8 0,5940 0,8860 
16 1,000 0,5881 

                                      Valores de ICC nulo e ICC máximo para Anidulafungina 
                                                  (8µg/mL) frente Candida parapsilosis 5551. 
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*Levedura 5551 frente a Caspofungina 16 - 0,03125 µg/mL com exposição de 15 horas por 
37 °C . Fonte: MALDI Biotyper versão 3.0 
   

Figura 7. Espectros de Massas da Candida parapsilosis 5551 frente a Caspofungina* 
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*Representação do Índice de Correlação do Composto (ICC) onde a matriz é derivada da seleção dos 

espectros de massas para Candida parapsilosis 5551 exposta por 15 horas a 37°C (CIM 0.5µg/mL) 

para Caspofungina (incluindo o valor nulo) de 16 - 0,03125 µg/mL. A correlação dos espectros e auto-

correlações foram traduzidos em um mapa de calor onde os espectros relacionados são mostrados 

em cores quentes e os espectros não relacionados em cores frias. Fonte: MALDI Biotyper versão 3.0. 

 

 
                   Tabela 7.Valores de correlação e auto-correlações para Caspofungina 

MPCC 
(µg/mL) 

 
ICC Nulo 

 
ICC Máximo 

0 0,3731 1,000 
0,03125 0,3267 0,9905 
0,0625 0,3605 0,7873 
0,125 0,5530 0,9369 
0,25 0,5174 0,8283 
0,5 0,4982 0,6622 
1 0,4751 0,4777 
2 0,7676 0,5248 
4 0,0173 0,5899 
8 0,6804 0,4565 
16 1,000 0,3731 

                                           Valores de ICC nulo e ICC máximo para Caspofungina 
                                                (0.5µg/mL) frente Candida parapsilosis 5551.  

 

 

 

Figura 8. Matriz ICC da Candida parapsilosis 5551 frente a Caspofungina* 
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         Fonte:MALDI Biotyper versão 3.0 

Figura 9.Espectros de Massas da Candida parapsilosis 5551 frente a Micafungina* 
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Representação do Índice de Correlação do Composto (ICC) onde a matriz é derivada da seleção dos 

espectros de massas para Candida parapsilosis 5551 exposta por 15 horas a 37°C (CIM 0.5µg/mL) 

para Micafungina (incluindo o valor nulo) de 16 - 0,03125 µg/mL. A correlação dos espectros e auto-

correlações foram traduzidos em um mapa de calor onde os espectros relacionados são mostrados 

em cores quentes e os espectros não relacionados em cores frias. Fonte: MALDI Biotyper versão 3.0. 

 
 

Tabela 8. Valores de correlação e auto-correlações para Micafungina 

MPCC 
(µg/mL) 

 
ICC Nulo 

 
ICC Máximo 

0 0,4942 1,000 
0,03125 0,4311 0,7228 
0,0625 0,3054 0,7525 
0,125 0,3467 0,7593 
0,25 0,0131 0,9628 
0,5 0,0154 0,9097 
1 0,0169 0,5521 
2 0,2530 0,6127 
4 0,5786 0,6774 
8 0,0132 0,6017 
16 1,000 0,4942 

                                          Valores de ICC nulo e ICC máximo para Micafungina 
                                                 (0.5µg/mL) para Candida parapsilosis 5551. 

Figura 10.Matriz ICC da Candida parapsilosis 5551 frente a Micafungina* 
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3.5. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

A identificação rápida e correta das espécies de Candida é de grande 

importância para a sobrevivência dos pacientes e principalmente para 

implementação de medidas eficazes para o controle da doença. A espectrometria de 

massas tem sido proposta como uma alternativa econômica, ou seja reduzindo o 

tempo para identificação correta, além de reduzir o tempo de internação dos 

pacientes em UTI’s. Estudos têm mostrado que o MALDI-TOF MS permite a 

identificação rápida e precisa de culturas de leveduras a partir da extração proteica 

do isolados clínicos, mostrando concordância com a identificação convencional 

(MARTINES-LAMAS et al., 2011). As leveduras utilizadas neste estudo foram 

advindas de pacientes com candidemia internados na UTI e foram escolhidas 

independentemente do tipo de mecanismos de resistência a drogas. Como 

esperado, a base TSA-CLSI pode detectar a resistência de um isolado, 

independentemente do mecanismo de resistência; No entanto, a resistência 

detectado por MALDI-TOF MS espectros é possível quando a quantidade de 

proteína modificada é expressa nas células suficientemente para ser discriminados. 

O MALDI-TOF MS tem sido descrito como uma ferramenta de identificação 

rápida e precisa para bactérias e fungos em laboratórios de microbiologia clínica. 

Existem vários estudos anteriores que testaram a desempenho de MALDI TOF MS 

para a identificação de espécies de Candida. Em um estudo realizado por Pulcrano 

et al. (2012), foi avaliado 82 leveduras, isoladas de infecções da corrente sanguínea, 

sendo todas as leveduras identificadas a nível de espécie. Outro estudo feito por 

Yaman et al. (2012), foram identificadas 281 leveduras isoladas a partir de culturas 

de sangue. 

Em nosso estudo, o procedimento para a realização do teste por MALDI-TOF 

MS, identificou 43 leveduras corretamente pelo MALDI-TOF MS representando 

100%, incluindo cepas que são identificadas a nível de espécie por metodologias 

moleculares.  

No presente estudo, os isolados de Candida spp. de origem hematológica, 

não demonstraram resistência para anidulafungina, contudo 4,6% foram resistentes 

para caspofungina, 4,6% para micafungina e 9,3% para o fluconazol. Assim, 
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podemos observar que todas as leveduras tiveram uma boa resposta frente aos 

antifúngicos testados.  

Pfaller et al. (2008) realizaram uma vigilância de sentinela em 90 centros 

médicos de todo o mundo a partir de 5.346 espécies de Candida isoladas de 

sangue. Foi realizado o teste de Susceptibilidade antifúngica frente a anidulafungina, 

caspofungina e micafungina a fim de determinar a CIM. Como resultado as três 

equinocandinas demonstraram uma excelente potência e espectro com 98,8 a 100% 

e todos os isolados sensíveis com a CIM de 2 µg/mL. Observou que apenas seis 

(0,1%) de 5,346 isolados testados apresentaram CIM >4µg/mL, sendo três isolados 

de C. guilliermondii (caspofungina CIM  ≥8 g/mL), e cada isolado de C. glabrata 

(caspofungina CIM ≥8 µg/mL), C. tropicalis (caspofungina ≥8 µg/mL), e C. rugosa 

(anidulafungina CIM ≥8 µg/mL). 

Dalazen et al., (2011), mostraram que 60 leveduras foram testadas frente ao 

fluconazol e 92% dessas foram resistentes.. 

O TSA- MALDI-TOF MS, permitiu a comparação dos espectros mostrando as 

variações entre a composição das proteínas de cepas sensíveis e resistentes. 

Assim, após a exposição das leveduras do complexo C. parapsilosis frente a 

diferentes concentrações de cada equinocandina, pôde ser observado uma variação 

na expressão das proteínas de cada cepa. Para ocorrer essa comparação entre os 

espectros, o nível de expressão de proteína, ou a quantidade da proteína 

modificada, devem ser suficientemente abundantes nas células para serem 

discriminadas (SARACLI, et al., 2015). 

Em comparação do TSA com as duas metodologias a do CLSI e a do MALDI-

TOF MS foi possível observar a concordância entre ambas, obtendo um 

desempenho entre 91,6% a 98,3%.  Das três equinocandinas avaliadas, a 

caspofungina foi a que obteve 100% de concordância entre o TSA pelo MALDI-TOF 

MS e o CLSI, categorizando todas as leveduras como sensíveis. Para micafungina, 

o TSA MALDI-TOF MS não evidenciou sensibilidade em 3% das leveduras em 

contraponto ao TSA pelo CLSI. Já a anidulafungina foi a que obteve uma 

divergência maior de 17% no TSA MALDI-TOF MS em comparação com o CLSI. 

Saracli et al., (2015) avaliaram através da tecnologia do MALDI-TOF MS, a 

detecção de resistência antimicótica dos triazóis em 35 espécies de Candida 

albicans, 35 espécies de C. glabrata e 37 espécies de C. tropicalis. Dessa maneira, 

a concordância essencial entre MALDI-TOF MS e CLSI variou entre 54% e 97%, e 
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foi maior para posaconazol contra C. glabrata. A reprodutibilidade de o ensaio de 

MALDI-TOF MS variou entre 54,3 e 82,9% e foi melhor para o fluconazol contra C. 

albicans e posaconazol contra C. glabrata. A reprodutibilidade também foi mais 

elevada para isolados de C. glabrata em comparação com C. albicans e C. tropicalis.  

Otimizações para futura aplicação dos testes devem ser realizadas, já que 

podem existir alguma(as) falha(as) na padronização da quantidade de proteínas 

expostas, assim, as alterações proteômicas devem ser quantitativamente detectadas 

pelo MALDI-TOF MS, visto que, algumas leveduras após a exposição com os 

fármacos podem não expressar de maneira considerável as alterações no perfil 

proteíco (MARINACH et al., 2009; CAROLIS et al., 2012; VELLA et al., 2013; 

SARACLI et al., 2015). 

Para as 30 leveduras analisadas frente à três formulações das 

equinocandinas, foi possível observar a mudança mínima no perfil espectral para a 

maioria, no entanto alguns resultados não foram tão sugestivos, embora cada 

levedura já tinha seus breakpoints definidos pelo teste padrão do CLSI. 

A reprodutibilidade do TSA pelo MALDI-TOF MS ainda é um tanto laboriosa, 

no entanto, mostra-se confiável quando à comparamos com o TSA pelo CLSI, para 

espécies do Complexo C. parapsilosis frente as equinocandinas. Além disso, é 

necessário que sejam realizados mais testes com outras espécies de Candida 

associadas a outros fármacos, para que então, o TSA pelo MALDI-TOF MS seja 

utilizado como rotina em laboratórios de microbiologia (VELLA et al., 2013). 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Candida albicans e Candida parapsilosis foram as leveduras mais isoladas 

em pacientes internados na UTI do Hospital das Clínicas da UFPE;  

 O MALDI-TOF MS consegue identificar espécies de leveduras, em que a 

diferenciação apenas seria possível por Métodos de Biologia Molecular e 

possui 99,99 % de confiabilidade; 

 A maioria dos isolados de Candida parapsilosis (93,2%) se demonstraram 

sensíveis as equinocandinas de acordo com CLSI; 

 A maioria dos isolados de Candida parapsilosis (79,9%) se demonstraram 

sensíveis as equinocandinas de acordo com MALDI-TOF MS; 

 MALDI-TOF MS é capaz de determinar o breakpoint de uma levedura clínica 

após 15 horas de exposição ao antifúngico; 

 CIM e MPCC obtidos através do CLSI e MALDI-TOF, apresentaram 

concordância de 91,6%, 96,6% e 98,3% para anidulafungina, caspofungina e 

micafungina, respectivamente, frente os isolados de Candida parapsilosis; 

 Teste de sensibilidade antifúngica pelo MALDI-TOF MS permite predizer a 

melhor escolha antifúngica para pacientes críticos com candidemia. 
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ABSTRACT 

 

MALDI-TOF MS is a physico-chemical technique that has been used for rapid and 

reliable microbial identification; however rare studies extend its application to a novel 

assay of antifungal susceptibility testing (AFST). Furthermore, AFST is an essential 

procedure to predict success of antifungal therapy. Herein, MALDI-TOF was applied 

to discriminate the profile of susceptibility or resistance of clinical isolates of Candida 

parapsilosis complex. 26 C. parapsilosis, 2 C. orthopsilosis and 2 C. metapsilosis 

strains were exposed to anidulafungin, caspofungin and micafungin at ten different 

concentrations (0.03-16 µg/ml) plus drug-free control after 15-h incubation. The 

MALDI-TOF spectra at these concentrations were used to create the individual 

composite correlation index (CCI) matrices for each isolate. After cross correlations 

and autocorrelations of every spectrum concentration with the extreme 

concentrations, 0 (null) and 16 (maximal), the composition was used as distance 

parameter between spectra. CCI values around 1 represent high conformance, while 

CCI values near 0 indicate clear diversity of the spectra. The results were 

automatically translated into a heat map, and then compared to the classifications for 

susceptible or resistant obtained by MICs according to CLSI M27-A3 and M27-S4 

guidelines. The MALDI-TOF assay was able to classify echinocandin susceptibility 

against all strains. The Minimum Profile Change Concentration and MIC from C. 

parapsilosis isolates obtained by MALDI-TOF MS and CLSI demonstrate 

concordance of 91.6%, 96.6% and 98.3% for anidulafungin, caspofungin and 

micafungin, respectively. These results showed that MALDI-TOF may be used to 

simultaneously determine the Candida species and classification as susceptible or 
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resistant to echinocandins, in addition provide a rapid and reliable means of detecting 

emerging antifungal. 

Key-words: Candida parapsilosis, MALDI-TOF MS, Echinocandin, Antifungal resistance. 

 

Introduction 

There is a general consensus that clinical outcomes in invasive fungal 

infections (IFIs) are better when treatments are started earlier. Despite new 

antifungal agents such as echinocandins, invasive candidiasis is associated with 

excessive morbidity and mortality, as well as a higher charge on healthcare [1].  

While C. albicans is still the major species associated with candidemia, the 

frequency of isolation of non-C. albicans Candida species differs with geographical 

location. Thereby, Brazil has displayed some unique epidemiologic features 

regarding candidemia, as the typical species distribution with high rates of C. 

parapsilosis [2]. 

A crucial issue always was whether current antifungal susceptibility methods 

and their breakpoints are capable of identifying resistant fungal strains and may be 

correlated with therapy failures. This way, new alternate methods should be 

introduced to improve the detection of antifungal resistance, which is perhaps the 

most challenging goal in clinical microbiology [3]. 

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-of-Flight Mass Spectrometry 

(MALDI-TOF MS) is a physical and chemical technique that has been used for rapid 

and reliable microbial identification. Recently, this method has been previously 

applied to the detection of yeasts and filamentous molds that have acquired 

resistance to antifungal compounds [4, 5, 6]. 
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The change that occurs in the protein composition of Candida isolates after 

exposure to antifungal drugs allows a determination of the minimal profile change 

concentration (MPCC), an endpoint value that is an alternative to the classical 

minimal minimum inhibitory concentration (MIC)  obtained by CLSI [4, 7, 8]. The 

objective of this study was to evaluate MALDI-TOF MS as a method of determining 

echinocandins antifungal resistance in clinical isolates of Candida parapsilosis 

complex and to compare the agreement level with CLSI protocol. 

 
  

Materials and Methods 

 

Strains, storage and identification 

   The collections of clinical samples were started after the approval of the Ethics 

Committee on Human Research of the Federal University of Pernambuco identified 

by protocol CAAE 35762214.2.0000.5208. 44 specimen positive for Candidemia 

were collected from different patients admitted into intensive care units of three 

tertiary public hospitals at the Northeastern from Brazil among August, 2014 to July, 

2015. Three samples of venous blood was aseptically collected on consecutive days 

by venipuncture in Vacutainer® tubes containing EDTA and subsequently incubated 

in tubes containing medium Brain Heart Infusion at 37 °C for isolation of the etiologic 

agent. The isolates were identified by MALDI-TOF MS and a representative of 

species was stocked in URM Culture Collection at the Federal University of 

Pernambuco, under registered number WFCC 604.  

 

Antifungal Susceptibility Testing by CLSI Method 
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The technique followed the M27-A3 and M27-S4 guidelines [7, 8]. The culture 

medium used was RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) with L-glutamine and without 

sodium bicarbonate, pH 7.0 ± 0.1, morpholino propane sulfonic acid (MOPS; 0,165 

mol.L-1; Sigma-Aldrich, USA). The culture medium was sterilized in 0.22 µM 

membrane (Millipore, Darmstadt, Germany). Commercial antifungal agents used 

were the class of echinocandins, prepared in Dimethyl Sulfoxide (DMSO, Synth, 

Diadema, Brazil). Caspofungin (MSD, Clermont-Ferrant, France), anidulafungin 

(Pfizer, Kalamazoo, EUA) and micafungin (Astellas, Toyama, Japan) were prepared 

and used at concentrations among 0.03 to 16 μg/ml. The Candida parapsilosis 

clinical isolates obtained from the blood cultures were maintained on Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA) plus yeast extract and incubated at 35 °C for 24-h. The isolates 

suspensions were prepared in saline solution (0.85g/l NaCl) and density was 

adjusted according to the 0.5 MacFarland scale at 90% transmittance in a 

spectrophotometer at 530nm. This inoculum was two-fold diluted to achieve 103 

CFU/ml. 

In susceptibility testing were used in flat 96-well microtiter plates (TPP; 

Trasadingen, Switzerland). The inoculum was added to the wells with antifungal 

agents for testing, and the plates were incubated at 35 °C for 24 hours to determine 

the MIC. The MIC for echinocandins were determined for 50% inhibition compared to 

control wells. The test was performed in duplicate. 

 

Antifungal Susceptibility Testing by MALDI-TOF MS (AFST-MS) 

The AFST-MS was performed according to Marinach et al. [4] with 

modifications proposed for De Carolis et al. [10]. Protein extracts of Candida 

parapsilosis complex isolates were obtained from a suspension of 107 CFU/ml, 
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cultured in RPMI containing serial dilutions of caspofungin, anidulafungin and 

micafungin (0.03125 to 16μg/ml) in microtiter plates and maintained at 37 °C under 

stirring for 15-h. Suspension in RPMI without adding antifungal was used as negative 

control. The cells were washed twice in sterile water and resuspended in 10% formic 

acid. One microliter of each yeast suspension was directly spotted in duplicate on 

polished steel target plate (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), and then was 

added 1 µl of absolute ethanol and 1 µl of a saturated solution acid α-cyano-4-

hydroxycinnamic acid in 50% acetonitrile - 2.5% trifluoroacetic acid, and allowed to 

air dry completely. 

Spectra were acquired with Autoflex III Mass Spectrometer (Bruker Daltonics, 

Germany/USA) within a mass range from 3000 to 8000 Da and recorded in positive 

linear mode [4]. For each experiment, spectra were obtained from the total of 10 

concentrations of each of the three antifungals and drug free control the control 

positive, resulting in 33 different experimental conditions for yeast, and 990 analyzes 

throughout the population evaluated and were imported and analyzed to the software 

MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, Germany/USA). 

The CLSI QC strain Candida parapsilosis ATCC 22019 was included in AFST 

by MALDI-TOF MS and CLSI method on each day of antifungal susceptibility testing. 

 

Data Analysis 

 The Correlation Composite Index (CCI) tool from MALDI Biotyper was used 

for statistical analysis to examine the relationship between the spectra according to 

previously described by Arnold and Reilly [9] and was adapted for MALDI-TOF MS-

based AFST by De Carolis et al. [10] for Candida spp. and simplified by Vella et al. 

[5] for C. albicans. 
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The composition of cross correlations and autocorrelations of each isolate was 

used as a distance parameter between the spectra. CCI values around 1 represents 

a high conformance of spectra, while CCI values near 0 indicate a clear diversity of 

the spectra. The results were automatically viewed in a correlation matrix was 

translated in a heat map, where closely related spectra are marked in hot colors and 

unrelated ones in cold colors, based on their respective high or low CCI values. 

Thus, we matched for each concentration its spectrum similarity against each of the 

two extreme concentrations (null or maximum) of the drug according to Marinach et 

al. [4]. This allowed determination of the MPCC for echinocandins, a value defined as 

the lowest drug concentration at which a spectrum is more similar to the one 

observed at the maximum concentration than the spectrum observed at the null 

concentration [10]. 

Classification of each isolate by the MALDI-TOF MS based assay was 

compared them with its CLSI-based AFST classification. The categorical placement 

of a strain according to the CLSI breakpoint was used as a gold standard to evaluate 

the agreement of the MALDI-TOF MS based susceptibility assay. 

 

Results 

 Of the 44 patients, 30 of these isolates from different patients were identified 

from complex Candida parapsilosis for MALDI-TOF MS, these were selected for both 

methodologies CLSI and MALDI-TOF MS. The most frequent isolates were 30 

(68,1%) yeast of complex Candida parapsilosis, where 26 (59%) yeasts are the 

species Candida parapsilosis stricto sensu, 2 (4,5%)  Candida orthopsilosis and 2 

(4,5%) Candida metapsilosis. The other yeasts were 10 (22,7%) of Candida albicans, 

2 (4,5%)  Candida tropicalis, 1 specie (2,2%) of Candida haemulonii and 1 identified 



81 
 

only as isolated Candida sp, because it does not develop in synthetic medium 

Sabouraud Dextrose Ágar.  

 The antifungal susceptibility testing according to CLSI classifies as susceptible 

against echinocandins (anidulafungin, caspofungin and micafungin) strains of C. 

parapsilosis complex that exhibit MIC ≤2 µg/ml, intermediate at 4μg/ml and resistant 

≥8 µg/ml. All yeasts isolates (100%) were sensitive to the anidulafungin, 29 (96.6%) 

were sensitive and 1 (3.5%) was resistant to the caspofungin. For micafungin, 29 

(96.6%) were sensitive and 1 (3.5%) was intermediate. 

When comparing the two methods have the following results: 1) MALDI-TOF 

MS showed 25 (83.3%) anidulafungin-susceptible yeasts, 2 (6.6%) resistant yeast 

and 3 (9.9%) intermediate yeasts, while by CLSI all 30 (100%) yeasts were 

susceptible. The MALDI-TOF MS showed 29 (96.6%) caspofungin- susceptible yeast 

and one resistant (3.3%), similar to the CLSI results. The MALDI-TOF MS displayed 

all 30 (100%) micafungin-susceptible yeasts, whereas for the CLSI was obtained 29 

(96.6%) susceptible and 1 (3.3%) intermediate. 

 The condition assays described in CLSI M27-A3 were followed in order to 

enable a better comparison between CLSI and MALDI-TOF MS based AFST. The 

breakpoints determined through echinocandin concentrations obtained by MIC and 

MPCC are summarized in Table 1.  

 Using the reference CLSI AFST as the gold standard, the reproducibility value 

in relation to MALDI-TOF MS based AFST of each species and echinocandin drugs 

varied from 91,6%, 96,6% and 98% anidulafungin, caspofungin and micafungin 

respectively. 

  The major discrepancy was Candida parapsilosis 5551 isolate which 

presented MIC of 0.5 μg/ml against anidulafungin being categorized as susceptible, 
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but MPCC of 8 μg/ml by mass spectrometry being resistant. All Candida parapsilosis 

5551 spectra were correlated and autocorrelated generating an array translated into 

heat map (Figure 1) via CCI. Table 2 shows the CCI null and maximum values for 

each concentration which were used to generate the correlation matrix.  

The Candida parapsilosis 5551 remained unchanged against caspofungin and 

micafungin under CLSI and MALDI-TOF MS methods, classified as susceptible with 

MIC and MPCC of 0.5 µg/ml, respectively. The heat map and correlation matrix are 

presented in Figure 2 and Table 3 to caspofungin and Figure 3 and Table 4.  

After to cross each spectra concentration with one of the two extreme 

concentrations, maximum or null, the CCI matrix derived presents to the right side of 

the heat maps their maximum concentrations and to the bottom thereof their null 

concentrations. These results were expressed in a tables for each drug evaluated. 

 

Discussion 

Mass spectrometry by MALDI-TOF has been proposed as an economical 

alternative to conventional identification methods. Studies have shown that MALDI-

TOF MS allows rapid and accurate identification of yeast cultures from the protein 

extraction from clinical isolates, showing agreement with the conventional 

identification [11]. 

The MALDI-TOF MS allows the comparison of spectra showing the variations 

among the protein composition of susceptible and resistant strains. Thus, after 

exposure of the Candida parapsilosis complex at the different concentrations of each 

echinocandin could be observed a variation in the proteins expression of each yeast. 

The complex Candida parapsilosis is considerate the second agent of candidemia 
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very important in the Latin America. The literature show which there are few data on 

the distribution and susceptibility to antifungal agents of these species Candida.  

 It is also important to note that the yeasts used in this study were clinical 

isolates from candidemia patients addimited in UCI and were chosen irrespective of 

the type of drug resistance mechanisms. As expected, the CLSI-based AFST can 

detect resistance of an isolate regardless of resistance mechanism; however, 

resistance detected by MALDI-TOF MS spectra is possible when the amount of 

modified protein is expressed sufficiently in the cells to be discriminated.  

 Guinea [12] show which Northern Europe and the USA was observed a high 

number of cases caused by C. glabrata and a low number of cases caused by C. 

parapsilosis. However, reports from Spain and Brazil demonstrated a lower number 

of cases caused by C. glabrata and higher number of cases attributed to C. 

parapsilosis. The explanation  is unknown, although it may be a consequence of the 

impact of climate, antifungal policy, or central venous catheter care procedures. 

This is a first paper using only complex Candida parapsilosis using the three 

echinocandins in ten different concentrations and a control positive. In the papers 

previous using  others species of Candida, however, in that paper the complex C. 

parapsilosis showed more predominant in the three hospitals involved in research [4, 

5, 6, 10]. A factor is which this opportunistic species transmitted throughout the 

hospital environment. Furthermore, De Carolis  et al. [10], using in their study of four 

species complex Candida parapsilosis, in our study we used thirty species of the 

same complex possible to determine the sensitivity for the majority of the isolates 

tested. Compared the AFST  from CLSI and the MALDI-TOF MS methods was 

possible to observe the correlation between both, achieving a performance of 91.6% 

to 98.3%. Of the three echinocandins assessed the AFST by MALDI-TOF MS, 
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caspofungin presented same values to the CLSI protocol. Micafungin values differed 

on 3% when MALDI-TOF MS was compared to the CLSI. Anidulafungin showed a 

greater error of 17% a despite methodologies. After 15 hours it was possible to 

determine the best drug and dose for treatment of candidemia by AFST for MALDI-

TOF MS leading there is accuracy in reading and more accurate results.  

 Pilot tests were performed with a reduced incubation time, however we did not 

get favorable results, therefore we use the longest incubation time. Currently new 

tests have been performed with an incubation interval much reduced with changes in 

the methodology in order to make the most accurate test. 

 Here in, we evaluated a full range of antifungal concentrations for the isolates, 

which we allow  to determined CCI ratios describe with a more robust tolerance 

value. The reproducibility of MALDI-TOF MS based AFST is still somewhat laborious, 

however, shows the reliable when compared with CLSI based AFST for Candida 

parapsilosis complex against echinocandins. A larger number of isolates needs to be 

tested to determine what tolerance zone for CCI ratios will be appropriate and may 

allow for more reproducible values with future use in the microbiologic laboratorial 

routine. 

 In summary, our data show that the endpoint readings with MALDI-TOF MS 

represent a slight time savings (15 hours versus 24 hours) over the CLSI method, 

MALDI-TOF MS has great advantage of eliminating subjective read-outs, which occur 

with the CLSI method when filamentous fungi are tested. A cost comparison of the 

MALDI-TOF MS with the reference method appears to show an economic 

disadvantage. However, if compared with commercial CLSI based method that are 

currently used for antifungal susceptibility testing, MALDI-TOF MS is surely cost-

effective for those laboratories that routinely use MALDI-TOF MS for species 
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identification of clinical isolates [4, 10]. Thus the test is to show that the technology 

MALDI-TOF MS it is effective when applied to antifungal susceptibility testing assays. 
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Species 

  
                                          MIC¨ (µg/mL)                                              MPCC•( µg/mL) 
    
N°  
Isolate   Anidulafungin Caspofungin Micafungin   Anidulafungin    Caspofungin      Micafungin 

C. parapsilosis 02/09 S’ (0.25) S (0.0625) S (0.25) I (4) S (0.03125) S (0.125) 
C. parapsilosis 04/09 S (0.25) S (0.25) S (0.25) S (0.25) S (0.0625) S (0.25) 

C. parapsilosis 05/09 S (0.25) S (0.25) S (0.25) S (0.0625) S (2) S(0.03125) 

C. parapsilosis 121 S (0.25) S (0.125) S (0.125) S (2) S (0.125) S (0.125) 

C. parapsilosis 122 S (0.125) S (0.25) S (0.125) S (0.0625) S (0.25) S (0.0625) 

C. parapsilosis 251 S (0.0625) S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.125) S(0.03125) 

C. parapsilosis  346 A S (0.25) S (0.25) S (2) S (0.25) S (0.0625) S (1) 

C. parapsilosis 346 B S (0.25) S (0.25) S (2) S (0.25) S (0.0625) S (1) 

C. parapsilosis 445 S (0.125) S (0.25) S (0.25) S (0.5) R (8) S (0.5) 

C. parapsilosis 451 S (0.5) R" (8) S (0.03125) S (0.125) S (2) S (0.125) 

C. parapsilosis 474 S (0.5) S (0.5) I+ (4) I (4) S (0.25) S (0.125) 

C. parapsilosis 595 S (0.25) S (0.25) S (1) I (4) S (0.25) S (0.25) 

C. parapsilosis 596 A S (0.25) S (0.25) S (0.5) S (0.0625) S (0.0625) S (0.5) 

C. parapsilosis 596 B S (0.25) S (0.25) S (0.5) S (0.125) S (0.03125) S (2) 

C. parapsilosis 630 S (0.0625) S (0.0625) S (0.0125) S (0.03125) S (0.125) S (0.0625) 

C. parapsilosis 653 S (0.125) S (1) S (0.25) S (0.03125) S (0.03125) S(0.03125) 

C. parapsilosis 2995 S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.0625) S (0.25) S (0.25) 

C. parapsilosis 5283 S (0.125) S (0.0625) S (0.25) S (0.5) S (0.03125) S (0.0625) 

C. parapsilosis 5551 S (0.5) S (0.125) S (0.125) R (8) S (0.5) S (0.5) 

C. parapsilosis 6085 S (0.25) S (0.5) S (1) S (1) S (0.25) S (0.125) 

C. metapsilosis 7398 S (0.03125) S(<0.03125) S(<0.03125) S (0.125) S (0.125) S (0.25) 

C. parapsilosis 7491 S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.125) S (0.125) S (0.25) 

C. parapsilosis 7736 S (0.25) S (0.0625) S (0.25) S (0.5) S (0.25) S (0.5) 

C. metapsilosis 7755 S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.0625) S (0.03125) S(0.03125) 
C. parapsilosis 9968 S (0.25) S (1) S (0.5) R (8) S (0.03125) S (2) 

C. orthopsilosis 12680 S (0.0625) S (0.5) S (0.0625) S (0.25) S (0.5) S (1) 

C. parapsilosis 13531 S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.03125) S (0.125) S (0.25) 

C. orthopsilosis 14495 S (0.0625) S (0.03125) S (0.25) S (1) S (0.125) S(0.03125) 

C. parapsilosis 13650 S (0.25) S (0.25) S (2) S (1) S (0.5) S (0.5) 

C. parapsilosis 14659 S (<0.03125) S(<0.03125) S(<0.03125) S (0.0625) S (0.25) S (0.25) 

C. parapsilosis ATCC 
22019 

S (0.125) S (1) S (0.25) S (0.125) S (0.25) S (0.125) 

Table 1. Comparison between the TSA * for CLSI** and TSA for  MALDI-TOF MS¶ 

 

* TSA- Antifungal Susceptibility Testing 
** CLSI-Clinical Laboratory 
¶MALDI-TOF MS-Assisted Laser Desorption Matrix / Ionization Time of Flight Mass Spectrometry 
¨MIC- Minimum Inhibitory Concentration. • MPCC- Minimal Profile Change Concentration 
'S-Sensitive. "R-resistant. + I- Intermediate.  
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Figure1. Matrix ICC- Yeast 5551 Candida parapsilosis, compared to Anidulafungin* 
* Performance Correlation Index Compound (ICC) wherein the matrix is derived from the selection of 

mass spectra for (5551) Candida parapsilosis exposed for 15 hours at 37°C (MIC 8µg/mL) for 

Anidulafungin (including null) of 0,03125 - 16 µg/mL, the correlation of the spectra and auto-

correlations have been translated into a heat map where related spectra are shown in warm colors 

and spectra unrelated in cool colors. Source: MALDI Biotyper version 3.0. 

 

                   Table 2. Correlation values and self-correlations for anidulafungin 

MPCC 
(µg/mL) 

 
ICC Nulo 

 
ICC Máximo 

0 0,5881 1,000 
0,03125 0,5516 0,9565 
0,0625 0,5730 0,9519 
0,125 0,5856 0,9669 
0,25 0,5854 0,9536 
0,5 0,5656 0,9368 
1 0,5921 0,9773 
2 0,5773 0,8374 
4 0,5434 0,9343 
8 0,5940 0,8860 
16 1,000 0,5881 

Null ICC and ICC maximum values for Anidulafungin 
(8µg/mL) to (5551) Candida parapsilosis.  
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Figure 2. Matrix ICC- Yeast 5551 Candida parapsilosis, compared Caspofungin* 
* Representation of the Correlation Composite Index (ICC) where the matrix is derived from the 
selection of the mass spectra for (5551) Candida parapsilosis exposed for 15 hours at 37°C (CIM 
0.5µg/mL) for Caspofungin (including null) of 0,03125 - 16 µg/mL, the correlation of the spectra and 
auto-correlations have been translated into a heat map where the related spectra are shown in warm 
colors and spectra unrelated in cool colors. Source: MALDI Biotyper version 3.0. 

 
 
 

 
                     Table 3. Correlation values and self-correlations for Caspofungin 

MPCC 
(µg/mL) 

 
ICC Nulo 

 
ICC Máximo 

0 0,3731 1,000 
0,03125 0,3267 0,9905 
0,0625 0,3605 0,7873 
0,125 0,5530 0,9369 
0,25 0,5174 0,8283 
0,5 0,4982 0,6622 
1 0,4751 0,4777 
2 0,7676 0,5248 
4 0,0173 0,5899 
8 0,6804 0,4565 
16 1,000 0,3731 

Null ICC and ICC maximum values for Caspofungin 
(0.5µg/mL) to (5551) Candida parapsilosis. 
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 Figure 3. Matrix ICC- Yeast 5551 Candida parapsilosis compared to Micafungin* 
* Representation of the Correlation Composite Index (ICC) where the matrix is derived from the 
selection of the mass spectra for (5551) Candida parapsilosis exposed for 15 hours at 37°C (CIM 
0.5µg/mL) for Micafungin (including null) of 0,03125 - 16µg/mL, the correlation of the spectra and auto-
correlations have been translated into a heat map where the related spectra are shown in warm colors 
and spectra unrelated in cool colors. Source: MALDI Biotyper version 3.0. 
 
 
 
 

Table 4. Correlation values and self-correlations for Micafungin 

MPCC 
(µg/mL) 

 
ICC Nulo 

 
ICC Máximo 

0 0,4942 1,000 
0,03125 0,4311 0,7228 
0,0625 0,3054 0,7525 
0,125 0,3467 0,7593 
0,25 0,0131 0,9628 
0,5 0,0154 0,9097 
1 0,0169 0,5521 
2 0,2530 0,6127 
4 0,5786 0,6774 
8 0,0132 0,6017 
16 1,000 0,4942 

Null ICC and ICC values for maximum Micafungin                                       
(0.5µg/mL) to (5551) Candida parapsilosis.  
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ANEXO A – NORMAS DA SUBMISSÃO DO MANUSCRITO  
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ANEXO B – COMPROVANTE DE APROVAÇÃO COMITÊ DE ÉTICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


