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RESUMO  

 

Ao longo dos anos, observamos um aumento notável na incidência de candidemia, sendo 

esta uma infecção fúngica invasiva associada a morbidez substancial, mortalidade e 

custos de saúde elevados. As espécies de Candida estão entre os dez principais agentes 

patogênicos que causam infecções sanguíneas. O surgimento de espécies de Candida 

está relacionado a fatores bem definidos, como um aumento contínuo em condições 

imunossupressoras como a AIDS e outras doenças predisponentes, fatores incluindo 

transplante de órgãos, leucemia, antibióticos de largo espectro, cateteres internos, 

diabetes e uso indevido de drogas intravenosas. Dessa maneira, a gravidade da 

candidemia está associada a uma interação entre a resistência aos medicamentos 

antifúngicos, a virulência e os traços de evasão imune. O trabalho objetiva diagnosticar os 

casos de candidemia em pacientes críticos da Unidade de Saúde Pública Terciária, 

propor nova metodologia para detecção rápida de alterações espectrais que determinam 

resistência antifúngica. Durante o estudo foram isoladas 59 leveduras advindas de 

pacientes internados em UTIs da Unidade de Saúde, onde os isolados mais frequentes 

foram, vinte (33,8%) leveduras do complexo C. parapsilosis, sendo dezessete (28,8%) C. 

parapsilosis stricto sensu, duas (3,3%) C. orthopsilosis e uma (1,6%) de C. metapsilosis. 

As demais leveduras isoladas foram, dezesseis (27,1%) de Candida albicans, treze (22%) 

C. glabrata, dez (16,9%) de C. tropicalis, todas as leveduras foram identificadas através 

da espectrometria de massas pela técnica MALDI-TOF MS. Todas as 20 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 660 análises em toda 

população avaliada. O TSA pelo MALDI-TOF MS pode fornecer uma alternativa adequada 

e pode ser usado para selecionar isolados sensíveis ou resistentes, além reduzir o tempo 

de incubação para algumas horas. 

 

Palavras-chave: Equinocandinas; Resistência antifúngica; Leveduras. 



 

 

ABSTRACT 

 

Over the years, we have seen a resulting increase in the incidence of candidemia, which is 

an invasive fungal infection associated with substantial morbidity, mortality and high health 

costs. Candida species are among the top ten pathogens that cause blood infections. The 

emergence of Candida species is related to well-defined factors, such as a continuous 

increase in immunosuppressive conditions such as AIDS and other predisposing diseases, 

factors including organ transplantation, leukemia, broad-spectrum antibiotics, internal 

catheters, diabetes and drug misuse intravenous. Thus, the severity of candidemia is 

associated with an interaction between resistance to antifungal drugs, virulence and traits 

of immune evasion. The work aims to diagnose candidemia cases in obliged patients from 

the Tertiary Public Health Unit, to proposing a new methodology for rapid detection of 

changes spectral factors that determine antifungal resistance. During the study, 59 yeasts 

from patients admitted to the ICU of the Health Unit were examined, where the most 

frequent checks were twenty (33.8%) yeasts of the C. parapsilosis complex, of which 

seventeen (28.8%) were C. parapsilosis stricto sensu, two (3.3%) C. orthopsilosis and one 

(1.6%) of C. metapsilosis. The remaining yeasts were, sixteen (27.1%) of Candida 

albicans, thirteen (22%) C. glabrata, ten (16.9%) of C. tropicalis, all yeasts were identified 

through mass spectrometry using the MALDI technique -TOF MS. All 20 yeasts of the 

Candida parapsilosis complex were tested against 11 different debtors of each of the three 

echinocandins (Anidulafungina, Caspofungina and Micafungina), totaling 33 different 

experimental conditions for yeast and 660 analyzes in the entire evaluated population. 

TSA by MALDI-TOF MS can provide a suitable alternative and can be used to select 

choose or resistant, in addition to reducing the incubation time to a few hours. 

 

Key-words: Echinocandins; Antifungal resistance; Yeasts. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos 30 anos, observamos um aumento notável na incidência de 

candidemia, sendo esta uma infecção fúngica invasiva associada a morbidez 

substancial, mortalidade e custos de saúde elevados. As espécies de Candida estão 

entre os dez principais agentes patogênicos que causam infecções sanguíneas. As 

mudanças na distribuição das espécies e a mudança para isolados mais resistentes 

são cada vez mais descritas (Pulcrano et al., 2013). 

Apesar da introdução de novos agentes antifúngicos, esta infecção continua a 

ser uma doença grave associada à mortalidade. Por isso, as mudanças nas práticas 

clínicas já ocorrem com terapias antimicóticas profiláticas e empíricas em pacientes 

de alto risco. No entanto, essas estratégias podem estar vinculadas para uma 

mudança nas espécies de Candida não-albicans e o surgimento de isolados com 

susceptibilidade a fluconazol reduzida, razão pela qual se faz necessário conhecer 

epidemiologia em nosso ambiente (Vella et al., 2013). 

O surgimento de espécies de Candida está relacionado a fatores bem 

definidos, como um aumento contínuo em condições imunossupressoras como a 

AIDS e outras doenças predisponentes, fatores incluindo transplante de órgãos, 

leucemia, uso de antibióticos de largo espectro, catéteres vasculares internos, 

diabetes e uso indevido de drogas intravenosas. As infecções fúngicas causadas por 

leveduras do gênero Candida são mais frequentes em pacientes 

imunocomprometidos, devido as manifestações clínicas requererem um tratamento 

de acordo com o sítio de infecção e as características dos pacientes. Dessa 

maneira, a gravidade da candidemia está associada a uma interação entre a 

resistência aos medicamentos antifúngicos, á virulência e aos traços de evasão 

imune (Vella et al., 2013). 

 Dentre as espécies isoladas em infecções fúngicas a mais incidente aos seres 

humanos é a Candida albicans; no entanto, na América Latina vem sendo relatado 

aumento na incidência de candidemia por espécies de Candida não-albicans, tendo 

como principal isolado clínico o complexo C. parapsilosis. As infecções por C. 

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

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

grande capacidade de aderir a essas superfícies e em conjunto com outros 
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microrganismos se agrupam e formam o biofilme (Lanternier; Lortholary, 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). 

Além da necessidade de identificação de isolados de Candida a nível de 

espécie, devido a resistência intraespecífica a um ou múltiplos medicamentos, torna-

se necessário determinar os padrões de sensibilidade/resistência deste patógeno 

aos agentes antifúngicos. Desta forma, isolamento e identificação de espécies 

Candida causadoras de candidemia e determinação de suas susceptibilidades a 

drogas antifúngicas se faz importante para garantir a eficácia das estratégias 

terapêuticas norteadas por vigilância epidemiologica. Apesar de muitos estudos, 

ainda existe a falta do conhecimento de fatores de risco para espécies associadas a 

resistência antifúngica em diferentes locais, o que permitiria definir melhor o 

tratamento em pacientes susceptíveis há fármacos menos tóxicos e com maior 

eficácia (Pfaller et al., 2013). 

Dessa maneira, o diagnóstico laboratorial desempenha um papel fundamental 

no diagnóstico de infecções fúngicas. A rápida disponibilidade de resultados deve 

permitir administração precoce de tratamento antimicrobiano direcionado e também 

redução do tempo de internamento e custos associados. Uma terapia adequada 

também limita o uso de antifúngicos e o desenvolvimento de resistência. Vários 

estudos mostraram que o uso de MALDI-TOF MS diminui o tempo para a 

identificação do organismo associado a uma terapia antibiótica efetiva (Pfaller et al., 

2013). 

 Com isso, estudos vêm empregando a investigação epidemiológica 

combinada com a epidemiologia molecular, sendo útil para a identificação de 

comunidade ou Infecções Relacionadas com Assistência a Saúde (IRAS) a fim de 

encontrar a fonte de transmissão e surtos. Dessa maneira, o método de 

genotipagem que tem sido empregado para estudar a epidemiologia molecular de 

espécies de Candida (Pfaller et al.,2013). 
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 Observa-se que a disseminação dos determinantes de resistência antifúngica, 

vem sendo considerada uma ameaça para a população e uma prioridade entre os 

desafios da saúde mundial. Diante disso, se faz necessário investimentos em 

educação, saúde pública e saneamento. Com a mudança da epidemiologia e o 

aparecimento da resistência antifúngica essas informações, podem planejar 

estratégias para a prevenção de infecções e prevenção da disseminação da 

resistência (Vella et al., 2013). 

Diante disso, o trabalho objetiva diagnosticar os casos de candidemia em 

pacientes críticos da Unidade de Saúde Pública Terciária e propor nova metodologia 

para detecção rápida de alterações espectrais que determinam resistência 

antifúngica 

 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. INFECÇÕES RELACIONADAS COM ASSISTÊNCIA A SAÚDE POR 
LEVEDURAS DO GENÊRO Candida 

 

Ao longo dos anos, observa-se uma crescente incidência de infecções 

pormkkkmdo gênero Candida, tendo como um dos principais fatores o aumento de 

pacientes imunodeprimidos graves. Epidemias de aquisição Síndrome de 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS), transplante de órgãos, quimioterapia e outros 

fatores iatrogênicos contribuíram para criar uma população de indivíduos 

extremamente vulneráveis a infecções fúngicas em particular A previsão do 

resultado clínico de uma infecção fúngica sistêmica é quase sempre uma tarefa 

muito difícil e a resistência a drogas antifúngicas é apenas um dos muitos fatores 

que contribuem para o fracasso terapêutico (Pfaller et al., 2013; Silva et al., 2015). 

 Na verdade, em adição aos fatores relacionados ao hospedeiro (por exemplo, 

estado imune, local e gravidade de infecção), a identificação adequada do agente 

causador da doença se torna um fator muito importante. No entanto, como muitas 

vezes acontece em laboratórios de microbiologia clínica, algumas espécies de 

fungos são incorretamente identificadas, especialmente quando são utilizados 
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sistemas fenotípicos automatizados (Ghannoum et al., 2009; Idelevich et al., 2014; 

Lima-Neto et al.,2014; Wang et al., 2014).  

Com isso, nos últimos anos, observa-se uma importante mudança na etiologia 

da candidíase invasiva em diferentes grupos de pacientes e condições hospitalares 

distintas. Os motivos desta mudança não estão completamente compreendidos, mas 

vários fatores foram associados à candidemia dependendo das espécies envolvidas. 

Candida albicans ainda é a principal espécie patogênica do gênero. Entre as 

espécies de Candida não-albicans isolada, destaca-se a Candida glabrata que 

surgiu como um dos agentes patogênicos oportunistas mais importantes, capaz de 

infectar uma variedade de locais do corpo. Enquanto Candida parapsilosis 

representa muitas vezes a segunda espécie de Candida mais comumente isolada 

das culturas de sangue em muitas áreas do mundo, especialmente nos Países sul 

americanos, europeus e países mediterrânicos da África (Pfaller et al., 2013). 

 Outras espécies como Candida kefyr, Candida rugosa, Candida guilliermondii 

e Candida famata raramente são encontrados em amostras clínicas, embora se 

tenha vários casos clínicos que descrevem as infecções causadas por essas 

espécies incomuns de Candida. Uma característica importante de algumas espécies, 

como C. glabrata e C. krusei, é a sua menor susceptibilidade a fluconazol e outros 

agentes antifúngicos, o que pode dificultar a abordagem terapêutica da candidemia 

(Xiao et al., 2014).  

Além disso, a candidemia não só aumenta a mortalidade do paciente, mas 

também estende o período de permanência hospitalar e aumenta o custo dos 

cuidados médicos. Apesar da introdução de novos agentes antifúngicos, a infecção 

continua a ser uma doença grave associada a mortalidade. Por isso, as mudanças 

nas práticas clínicas ocorrem com terapias antimicóticas profiláticas e empíricas em 

pacientes de alto risco (Pfaller et al., 2013). 

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 sepsis em 

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

patogênico aos seres humanos outras espécies de interesse clínico vêm 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). 

 

2.2. COMPLEXO Candida parapsilosis 

 

A Candida 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, 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).  

C. parapsilosis é um patógeno humano oportunista, cuja incidência em 

candidíase clinicamente diagnosticada aumentou dramaticamente no passado. 

Devido à sua distribuição mundial e seu papel relevante como agente etiológico de 

candidíase invasiva, atualmente surgiram muitos estudos relacionando essa 

levedura para esclarecer sua ecologia, epidemiologia, mecanismos virulência e 

biologia molecular. No passado, as características genéticas de C. parapsilosis 

foram amplamente investigadas por causa da heterogeneidade intrínseca e incomum 

frequentemente demonstrados por isolados clínicos que há muito tempo foram 
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classificados em três biótipos diferentes chamados grupos I, II e III (Tavanti et al., 

2005).  

No entanto, o uso da sequência de multilocus (MLST) mostrou que as 

diferenças genéticas entre esses grupos estavam marcadas demais para continuar a 

considerar este fungo e seus biótipos como uma única e homogênea espécie de 

Candida. Foi, portanto, decidido para tratá-los como um complexo crítico ao qual as 

duas novas propostas espécies pertencentes a Candida orthopsilosis e Candida 

metapsilosis (Tavanti et al., 2005). 

Por ser um agente comensal, infecções por C. parapsilosis estão relacionadas 

com a capacidade que esse microrganismo possui de crescer na nutrição parenteral, 

formar biofilmes em catéteres e outros dispositivos implantados, para propagação 

nosocomial por transporte de mãos e persistência no ambiente hospitalar. 

(Hinrichsen et al., 2018). 

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 

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 

isolado 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 
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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). 

 

2.3. 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. 

(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). 
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A completa identificação taxonômica e fenotípica é demorada, 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 identificação de 

isolados clínicos, possibilitando um resultado rápido e confiável (Yaman et al., 2012). 

 

2.4. 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. A 

primeira tentativa de identificar microorganismos usando a espectrometria massa foi 

realizada em 1975 por Anhalt e Fenselau . No entanto, essas experiências sofreram 

resultados irreproduzidos devido às variabilidades causadas por condições de 

crescimento. 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. 
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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 através da irradiação a laser 

foi que surgiu o conceito de uma matriz, a fim de facilitar a dessorção e o surgimento 

da nuvem de íons (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 (UV) próximo (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). 
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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 

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 a "massa", 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 sob vácuo. 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 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 deduzir a massa molecular 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 
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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 (Yaman et al., 2012; Hrabáck et al., 

2013; Panda et al., 2015). 

 Esta técnica vem sendo empregada para identificação de leveduras onde, 

quantifica em segundos com precisão proteínas em abundância com massa entre 

2.000 a 20.000 Da (valores definidos pelo operador) presente na amostra como 

exemplo para identificação de leveduras. As proteínas detectadas correspondem às 

proteínas celulares fúngicas, nomeadamente as proteínas ribossomais, embora 

outras 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 desenvolvido que compara o perfil espectral do microrganismo 

com uma base de dados de referência. Atualmente existem quatro 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) e ASTA MicroIDSys system (ASTA Inc., 

Suwon, South Korea). Uma vez que o espectro obtido por MALDI-TOF MS 

geralmente não é completamente idêntico 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 (Hrabáck et al., 2013).  

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

al., 2013; Panda et al., 2015).  

 

2.5. 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, 
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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 

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), fluocitocina 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. Apresenta elevada nefrotoxicidade aos 

pacientes, devido esse motivo atualmente vem sendo cada vez mais substituído 

pelos azólicos e equinocandinas para o tratamento dessas infecções (Cortés; Russi, 

2011; Wilke, 2011). 
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Devido o elevado número Infecções Fúngicas Invasivas (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 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; 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 em relação ao inoculo não exposto.  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). 
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2.6. 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 

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 pela 

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

sendo 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 

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 β-1,3-D-glucano-sintetase, 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, 
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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). 

 

2.7. 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. 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 (Saracli et al., 2015). Em 2013, Hrabák et al.  utilizaram 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 
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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 

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 
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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 

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. 

Saracli et al., 2015 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, a 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 
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ou resistentes aos antifúngicos triazólicos. 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 (Saracli et al., 2015). 

Recentemente, o TSA pelo MALDI-TOF MS baseado na detecção de 

alterações no espectrais após uma incubação de 3 horas com antifúngicos 

convencionais foi realizado para testar um painel de 80 isolados de C. glabrata 

anidulafungina e fluconazol. Em comparação com o método padronizado pelo CLSI 

para as leveduras testadas frente a anidulafungina 58/58 isolados foram sensíveis 

representando (100%), foram considerados como resistentes 11/22 isolados 

representando (50%). Das leveduras testadas frente ao fluconazol, 40/41 foram 

consideradas como sensíveis representando (97,6%) e 37/39 isolados foram 

considerados como resistentes, representando (94,9%). Os testes foram repetidos 

para os 11 isolados resistentes com diferentes tempos de incubação (6, 9 e 12 

horas), no entanto, dois isolados permaneceram sem solução para anidulafungina. 

Além disso, observou-se que com 15 horas, houve uma maior concordância entre as 

duas metodologias. Assim com os padrões de analises, necessitam de mais estudos 

(Vella et al., 2013). 
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3. ARTIGO 2: Candidemia in pediatric patient with microcephaly: first 
description in Brazil 

 

Abstract 

Background: In 2015, the northeast of Brazil suffered an outbreak of 

microcephaly in newborns attributed to gestational infection caused by Zika virus 

(ZIKV). According to the Brazilian Ministry of Health, microcephaly may be 

accompanied by other disorders such as epilepsy, cerebral palsy, delays in cognitive, 

motor and speech development, vision and hearing problems. In the last two 

decades, the number of cases of opportunistic fungal infections, mainly caused by 

Candida species, has increased worldwide. Thus, candidemia is the main invasive 

fungal infection in critically ill patients, often caused by non-Candida albicans 

species.  

Case presentation: A two-year-old male, 7,9 Kg patient with microcephaly and 

delayed neuropsychomotor development secondary to neonatal hypoxia, was 

admitted 16/05/2016 in tertiary public hospital with a low-grade fever for fifteen days 

and respiratory distress three days after admission associated with a respiratory tract 

infection. After twenty days, blood culture was positive for Candida sp., and 

fluconazole (12 mg/Kg/day) was administered for 15 days. Despite the antifungal 

regimen, there was a complication of the clinical picture, with thrombocytopenia and 

persistent blood culture for Candida sp. Thus, the antifungal treatment switched to 

Amphotericin B deoxycholate (3mg/Kg/day). On the twenty-seventh day, blood 

culture was negative. The patient persisted with a severe condition, using 

dobutamine 10mic/Kg and dopamine 3.5mic/Kg, keeping the heart rate between 100-

115 bpm. Due to the severity of the patient, he was transferred in 27/05/2016 to 

another hospital referring to the assistance of patients with microcephaly. 

Conclusion: It is known that in cases of severe microcephaly, babies need 

specific care and treatment to treat other health problems. This assistance includes 

speech therapy, occupational therapy and physical therapy exercises. Medications 

are also included to treat seizures or other symptoms. 

 

Introduction 
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Microcephaly is a rare neurological disorder that can occur as an isolated 

finding or syndromic condition. Patients with primary genetic microcephaly are almost 

always born with below normal head circumference [1]. 

Syndromic microcephaly is often related to a large number of conditions, mainly 

facial dysmorphism, and can be diagnosed pre- or postnatally. Several genetic and 

environmental causes, including congenital infections, genetic syndromes and 

isolated malformations in the central nervous system characterize the heterogeneity 

of this disease [2].  

 In 2015, the northeast of Brazil suffered an outbreak of microcephaly in 

newborns attributed to gestational infection caused by Zika virus (ZIKV). In order to 

identify the causes of microcephaly, the Ministry of Health of Brazil implemented a 

public health surveillance system [3,4]. In 2016, the World Health Organization 

(WHO) declared a public health emergency of international impact associated with 

ZIKV infection in Latin America, and its possible association with microcephaly [5,2]. 

According to the Brazilian Ministry of Health, microcephaly may be accompanied by 

other disorders such as epilepsy, cerebral palsy, delays in cognitive, motor and 

speech development, vision and hearing problems. Therefore, it is necessary that 

treatments start as soon as possible, in order to improve pediatric patients 

development and quality of life. It is known that patients with microcephaly have a 

greater predisposition to muscle and respiratory problems that can lead to 

opportunistic infections [3].  

In the last two decades, the number of cases of opportunistic fungal infections, 

mainly caused by Candida species, has increased worldwide. Thus, candidemia is 

the main invasive fungal infection in critically ill patients, often caused by non-

Candida albicans species [6,7]. According to Soares et al. [8] and Zuza-Alves et al. 

[9], Candida tropicalis has been the second most isolated non-Candida albicans 

species in neonates with candidemia. 

It is known that early diagnosis followed by control of fungal origin, such as 

removal of intravascular catheters, is essential. Similarly, the early initiation of 

antifungal therapy in extremely importante [6]. Here in this study, we aimed to report 

a case of candidemia in a pediatric patient with microcephaly. 

 

Case report 
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The draft of this report was approved by the Ethics Review Board of the 

Universidade Federal de Pernambuco, Brazil, under protocol number 1.979.057. In 

addition, written informed consent was given by the patient. 

A two-year-old male, 7,9 Kg patient with microcephaly and delayed 

neuropsychomotor development secondary to neonatal hypoxia, was admitted 

16/05/2016 in tertiary public hospital with a low-grade fever for fifteen days and 

respiratory distress three days after admission associated with a respiratory tract 

infection. 

Therapy with ceftriaxone 100mg/kg was started, but with progressive worsening 

and a decline in general condition (persistent fever and episodes of generalized 

hypertonic seizure). Therefore, the antibiotic regimen was changed to meronem, 

vancomycin and metronidazole for 14 days. After twelve days, the patient progressed 

with a drop in general condition, clinical signs of septic shock, and volemic expansion 

with vasoactive drug (dopamine) was administered and clinical significant 

improvement was observed, with dopamine discontinued in 24 hours and clinical 

stability maintained. 

After twenty days, blood culture was positive for Candida sp., and fluconazole 

(12 mg/Kg/day) was administered for 15 days. Despite the antifungal regimen, there 

was a complication of the clinical picture, with thrombocytopenia and persistent blood 

culture for Candida sp. Thus, the antifungal treatment switched to Amphotericin B 

deoxycholate (3mg/Kg/day). The patient evolved with worsening of the respiratory 

pattern, noninvasive ventilation was started, which it was progressively removed and 

the patient was kept in a Venturi mask after twenty-fifth days of hospitalization. 

However, he presented with hemodynamic instability and brachycardia on the twenty-

sixth day, requiring vasoactive drugs: dobutamine (10 mic/Kg) and dopamine 

(3.5mic/Kg). Due to the worsening of the laboratory parameters (progressive 

thrombocytopenia), it was decided to change the scheme of Amphotericin B 

deoxycholate to liposomal Amphotericin B (3mg/Kg). On the twenty-seventh day, 

blood culture was negative. The patient persisted with a severe condition, using 

dobutamine 10mic/Kg and dopamine 3.5mic/Kg, keeping the heart rate between 100-

115 bpm. 

The patient's blood sample was sent to the Laboratory of Mycology from the 

Dermatology Service of Hospital of Clinics, where Candida clinical strain was isolated 

on Sabouraud-Dextrose agar and Brain-Heart Infusion agar, both kept at room 
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temperature and 37 °C for 24 hours. Proteomic identification using MALDI-TOF MS 

(MALDI Autoflex, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) was performed (Lima-Neto et 

al., 2014). The spectra, obtained in triplicate, identified the isolate as Candida 

tropicalis with a score above 2,000, according to Biotyper™ software database 

(Biotyper system, 3.1 version, Bruker Daltonics, USA/Germany). In vitro antifungal 

susceptibility test was carried out with amphotericin B, fluconazole, anidulafungin, 

caspofungin and micafungin, by the M27-A3 protocol (CLSI, 2008) [10] and M24-S4 

supplement (CLSI 2012) [11], where by the clinical yeast was classified as 

susceptible to the five antifungal drugs. Due to the severity of the patient, he was 

transferred in 27/05/2016 to another hospital referring to the assistance of patients 

with microcephaly. 

 

Discussion 

Vargas et al. [5] reported that between 2010 and 2014 the Brazilian Live Birth 

Information System registered na average of 156 annual cases of microcephaly in 

Brazil. In 2015, this number rose to 1,247 registered cases, with the state of 

Pernambuco being the largest number of records with 646 cases. Microcephaly is 

related to genetic and chromosomal factors, environmental exposures in the prenatal 

or perinatal period, especially alcohol consumption, illicit drugs or teratogenic drugs, 

contact with chemical substances or ionizing radiation, metabolic disorders, and 

infectious diseases such as toxoplasmosis, rubella, cytomegalovirus, herpes and 

syphilis [2]. 

Vargas et al. [5] demonstrated in their study that among patients with 

microcephaly, only one was diagnosed with sepsis. In addition, it was observed other 

infectious associations such as bacterial conjunctivitis and syphilis with microcephaly. 

It is known that patients with microcephaly have a greater predisposition to acquire 

other diseases, which worsens the clinical picture.  

It is observed that due to the lack of a rapid diagnosis for candidemia, most 

medical staff rely on routine cultures with low sensitivity. Thus, they begin the 

empirical treatment with previous exposure to antibacterials in patients admitted in 

ICU who have unexplained fever or sepsis, before establishing the correct diagnosis. 

Therefore, misdiagnosis or delays in diagnosis hinder effective antifungal therapy for 

treatment [6]. 
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It is known that in cases of severe microcephaly, babies need specific care and 

treatment to treat other health problems. Early intervention helps in the development 

of babies with microcephaly from the first years of life, in order to maximize their 

physical and intellectual capacities. This assistance includes speech therapy, 

occupational therapy and physical therapy exercises. Medications are also included 

to treat seizures or other symptoms [3,6]. 

 

Conclusions 

In October 2015, there was an unexpected increase in cases of microcephaly, 

mainly in the State of Pernambuco. Children with microcephaly have a greater 

predisposition to acquire infections, in addition to physiological disorders such as 

heart, respiratory, kidney problems, among others. 

Candidemia because it is an opportunistic infection affects patients in hospitals, 

as well as patients who have other underlying diseases. It is known that late 

diagnosis and inadequate therapy are associated with a high mortality rate. Thus, a 

fast and accurate diagnosis can assist in patient survival, associated with a 

susceptibility test that will lead to the best treatment. Therefore, patients with 

microcephaly need specific care and treatment. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

- A incidência de candidemia por Candida albicans ainda é alta, no entanto, 

outras espécies de Candida não- albicans também tem sido frequente. 

- Mesmo com novos diagnósticos e antifúngicos eficazes os casos de candidemia 

ainda persistem em âmbito hospitalar. 

- Em relação ao tempo de incubação do TSA por MALDI-TOF MS é de três horas 

enquanto pelo CLSI é de quarenta e oito horas. 

- A candidemia, por ser uma infecção oportunista, afeta pacientes hospitalizados, 

assim como pacientes portadores de outras doenças de base.  

 - Sabe-se que o diagnóstico tardio e a terapia inadequada estão associados a 

uma alta taxa de mortalidade. 
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- O diagnóstico rápido e preciso indica o melhor antifúngico a ser utilizado no 

tratamento de infecções oportunistas. 

- Sabe-se que nos casos de microcefalia grave, os bebês precisam de cuidados e 

tratamentos específicos para tratar outros problemas de saúde. A intervenção 

precoce auxilia no desenvolvimento dos bebês com microcefalia desde os 

primeiros anos de vida, de forma a maximizar suas capacidades físicas e 

intelectuais. 
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