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APRESENTAÇÃO

Farmácia e Biomedicina integram o time das ciências da saúde que constituem 
nas áreas que estudam sobre a vida, a saúde e a doença. No qual focam na manutenção 
e na melhoria da saúde para o indivíduo, grupos específicos e comunidades.  

A obra “Biomedicina e Farmácia: Aproximações” consiste de uma série de livro 
(E-book) de publicação da Atena Editora, em seus 28 capítulos de artigos científicos 
do volume I, a qual abordam temáticas atualizadas de diferentes âmbitos que vão 
desde relatos de casos até a análise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre 
outros.

Sendo assim, almejamos que este livro possa contribuir com informações 
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da área de farmácia e 
biomedicina, oportunizando a ampliação dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Letícia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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AVALIAÇÃO FENOTÍPICA E GENOTÍPICA DE 
ISOLADOS DO COMPLEXO CANDIDA PARAPSILOSIS 

CAUSADORES DE CANDIDEMIA NO HOSPITAL 
DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE 

RIBEIRÃO PRETO (HC-FMRP)

CAPÍTULO 15

Márcia Eliana da Silva Ferreira
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto (FCFRP)
Universidade de São Paulo (USP)

Ribeirão Preto – São Paulo

Heliara Maria Spina Canela
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto (FCFRP)
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Ribeirão Preto – São Paulo

Bárbara Cardoso
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto (FCFRP)
Universidade de São Paulo (USP)

Ribeirão Preto – São Paulo

RESUMO: Candida spp. está entre os 
principais causadores de infecções no 
sistema circulatório, com considerável taxa de 
mortalidade. Embora C. albicans seja a espécie 
mais prevalente, a incidência de C. parapsilosis 
(sensu lato) aumentou significativamente nos 
últimos 20 anos. Esse complexo compreende 
as espécies C. parapsilosis, C. metapsilosis 
e C. orthopsilosis, que são indistinguíveis 
fenotipicamente, mas apresentam diferenças 
na sensibilidade aos antifúngicos e produção 
de fatores de virulência. Esse estudo analisou 
fenotípica e genotipicamente 14 amostras 
pertencentes ao complexo C. parapsilosis, 

isoladas de hemoculturas de pacientes 
internados no HC-FMRP. Foram avaliadas a 
produção de fatores de virulência; capacidade 
de formação de biofilmes; suscetibilidade a 
antifúngicos; e variabilidade genética dos 
isolados. Candida parapsilosis foi a espécie 
prevalente, responsável por 78,6% dos casos, 
C. orthopsilosis foi isolada em 21,4% dos 
pacientes e nenhum isolado de C. metapsilosis 
foi encontrado. Quanto à produção de fatores 
de virulência, poucos isolados foram capazes 
de produzir hemolisina e proteinase e nenhum 
isolado produziu fosfolipase. Quanto à formação 
de biofilme, cinco isolados de C. parapsilosis e 
dois isolados de C. orthopsilosis apresentaram 
capacidade de formação de biofilme. Quanto à 
sensibilidade aos antifúngicos, apenas um isolado 
de C. parapsilosis apresentou suscetibilidade 
dose-dependente ao fluconazol e a formação 
de biofilmes diminuiu a sensibilidade dos 
isolados aos antifúngicos testados. As técnicas 
de genotipagem apresentaram altos índices 
de discriminação e produziram resultados 
conflitantes. Os resultados obtidos são úteis no 
entendimento do perfil da candidemia causada 
por esse complexo no hospital estudado e 
contribuem para o conhecimento disponível 
sobre essa importante doença.
PALAVRAS-CHAVE: Candidemia. Complexo 
Candida parapsilosis. Fatores de virulência. 
Genotipagem. Candidíase invasiva.
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ABSTRACT: Candida spp. are a relevant cause of bloodstream infections and present 
high mortality rates. Although C. albicans remains the predominant species, the 
incidence of C. parapsilosis (sensu lato) has been rising in the last 20 years. This 
complex comprises the species C. parapsilosis, C. metapsilosis and C. orthopsilosis, 
which are indistinguishable phenotypically but can present differences in antifungal 
sensitivity and virulence attributes production. This study analyzed 14 bloodstream 
isolates of C. parapsilosis complex from patients of HC-FMRP. The virulence attributes 
production; biofilms formation; antifungal susceptibility and genetic variability were 
assessed. Candida parapsilosis was the predominant species, accounting for 78.6% 
of the cases, C. orthopsilosis was isolate from 21.4% of the patients and no one C. 
metapsilosis was isolated. Few isolates were able to produce hemolysin and proteinase 
and no one was able to produce phospholipase. Five isolates of C. parapsilosis and 
two isolates of C. orthopsilosis were able to form biofilms. One isolate of C. parapsilosis 
showed dose dependent susceptibility to fluconazol and the biofilm formation decrease 
the antifungal susceptibility. The genotyping showed high discrimination indexes and 
showed conflicting results. These results are useful to the understanding of candidemia 
profile in the studied hospital and contribute to the available knowledge of this important 
disease. 
KEYWORDS: Candidemia. Candida parapsilosis complex. Virulence factors. 
Genotyping. Invasive candidiasis.

1 |  INTRODUÇÃO

Nas últimas décadas, observou-se aumento no número de indivíduos 
imunocomprometidos, tais como aqueles que fazem uso de imunossupressores para 
a prevenção de rejeição de transplantes, que apresentam o vírus da imunodeficiência 
adquirida (HIV) ou que fazem uso de quimio e radioterapia para o tratamento de 
neoplasias. Essa população é suscetível às doenças fúngicas oportunistas e, 
consequentemente, houve aumento da incidência das mesmas (PEMÁN; QUINDÓS, 
2016; VALLABHANENI et al., 2016). 

As leveduras do gênero Candida são responsáveis pela maioria das doenças 
fúngicas oportunistas (PEMÁN; QUINDÓS, 2016). Algumas espécies são parte da 
microbiota humana e podem provocar infecções que variam de superficiais a sistêmicas 
em casos de imunossupressão, desequilíbrio da microbiota, rompimento de barreiras 
anatômicas ou mesmo o uso prolongado de antibioticoterapia (SARDI et al., 2013; 
YAPAR, 2014; PEMÁN; QUINDÓS, 2016). 

A candidemia, invasão do sistema circulatório por Candida spp., é a principal 
forma de candidíase invasiva e atinge principalmente pacientes internados em 
Unidades de Terapia Intensiva (UTI), nos quais é responsável por aproximadamente 
17% das infecções (YAPAR, 2014; GONG et al., 2016). Essa doença pode ter origem 
endógena ou exógena e pode apresentar altas taxas de mortalidade e prolongar o 
tempo de hospitalização do paciente, o que resulta em aumento dos gastos (SARDI 
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et al., 2013; PEMÁN; QUINDÓS, 2016). A candidemia é uma importante infecção 
nosocomial no mundo todo; entretanto, sua incidência varia de acordo com o país, 
região, hospital e época, o que ressalta a importância da constante realização de 
estudos locais (QUINDÓS, 2014).

Apesar de Candida albicans ainda ser a espécie predominante em muitos hospitais 
e centros de saúde, observa-se aumento da incidência de infecções provocadas por 
Candida não-albicans, incluindo as espécies do complexo Candida parapsilosis (KATO 
et al., 2019).

O complexo Candida parapsilosis é composto por três espécies indistinguíveis 
fenotipicamente: C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis, e foi descrito, em 
2005, por Tavanti e colaboradores. 

A espécie C. parapsilosis é a mais prevalente do complexo e, em alguns estudos, 
superou inclusive os episódios provocados por C. albicans (CHEN et al., 2010; ŞULAR 
et al., 2018; SUN et al., 2019). Essa espécie é frequente colonizadora da pele, o que 
contribui para infecções de origem exógena (PEMÁN; QUINDÓS, 2016). A espécie 
C. orthopsilosis é relacionada à candidemia em neonatos (BLANCO-BLANCO et al., 
2014; PEMÁN; QUINDÓS, 2016). Por outro lado, C. metapsilosis é raramente isolada 
em episódios de candidemia (BLANCO-BLANCO et al., 2014; ZICCARDI et al., 2015). 

Os fatores de virulência, tais como a produção de enzimas hidrolíticas 
extracelulares e a formação de biofilmes, e a suscetibilidade aos antifúngicos são 
fatores que influenciam no desfecho dos episódios de candidemia e que variam entre 
as espécies e até entre isolados de uma mesma espécie (DE LUCA et al.; 2012;  
MUTLU SARIGUZEL et al., 2015; TAY et al., 2011). As técnicas de genotipagem são 
úteis na análise da variabilidade genética de isolados e são baseadas em diferentes 
princípios (CHEN et al., 2005; SABINO et al., 2010).

Assim, o objetivo desse estudo foi analisar fenotípica e genotipicamente 14 
amostras pertencentes ao complexo C. parapsilosis, isoladas de hemoculturas 
de pacientes internados no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 
Ribeirão Preto (HC-FMRP). Foram avaliadas a produção de hemolisina, fosfolipase 
e proteinase; capacidade de formação de biofilmes; suscetibilidade aos antifúngicos 
anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol; e as características clínicas 
dos pacientes acometidos. Além disso, foi realizada a genotipagem por Pulsed-Field 
Gel Eletrophoresis (PFGE) e Microsatellite Length Polymorphism (MLP).

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Isolados

Os isolados utilizados nesse estudo foram obtidos de pacientes internados no 
Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (HC – FMRP) e em 
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sua Unidade de Emergência (UE-HCFMRP), de junho de 2014 a novembro de 2015. 
Todos os pacientes com candidemia causada por C. parapsilosis (sensu lato) foram 
incluídos no estudo. Um episódio de candidemia foi definido como pelo menos uma 
hemocultura positiva para Candida spp. Somente o primeiro episódio de cada paciente 
foi considerado.

Durante o período do estudo, foi obtido um total de 14 isolados. As amostras foram 
mantidas em caldo Sabouraud dextrose (Oxoid, Hampshire, Inglaterra), suplementado 
com 20% de glicerol (Merck, Darmstadt, Alemanha), em freezer a -80°C.

A identificação das espécies foi realizada por métodos moleculares, segundo a 
metodologia desenvolvida por Feng e colaboradores (2014).

2.2 Testes de sensibilidade das células planctônicas aos antifúngicos

A sensibilidade aos antifúngicos foi determinada utilizando-se o método de 
microdiluição em caldo (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, documento 
M27-A3). A linhagem C. parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controle de 
qualidade.

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada visualmente e definida 
como a menor concentração capaz de inibir 50% do crescimento para caspofungina, 
fluconazol e voriconazol e a menor concentração capaz de inibir qualquer crescimento 
visível para anfotericina B. Os pontos de corte foram determinados pelo documento 
M27-S4 do CLSI. Como não existem pontos de corte determinados para a anfotericina 
B, foram utilizados os epidemiological cutoff value (ECV) descritos no documento M59 
do CLSI. Os ECVs de caspofungina, fluconazol e voriconazol para C. orthopsilosis 
foram os descritos por Pfaller e colaboradores (2011) e como não existem valores 
de corte ou ECV de anfotericina B para C. orthopsilosis, esses isolados não foram 
classificados.

2.3 Produção de proteinase

A pesquisa de proteinase foi realizada de acordo com Mane e colaboradores 
(2012). Todos os experimentos foram realizados em duplicata. A atividade de proteinase 
(Prz) foi caracterizada pela presença de halo claro, correspondente à degradação de 
proteínas ao redor da colônia, e calculada pela razão do diâmetro da colônia e o 
diâmetro do halo. A atividade de proteinase foi considerada negativa quando Prz = 1, 
positiva quando 0,64 < Prz < 0, 99 e fortemente positiva quando Prz ≤ 0,64. As linhagens 
C. albicans ATCC 14053 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas como controle 
positivo e negativo, respectivamente. 

2.4 Pesquisa de fosfolipase

A pesquisa de fosfolipase foi feita de acordo com Mane e colaboradores (2012). 
Todos os experimentos foram realizados em duplicata. A atividade de fosfolipase (Pz) 
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foi caracterizada pela presença de halo opaco, correspondente à degradação de 
fosfolipídeos ao redor da colônia, e calculada pela razão do diâmetro da colônia e o 
diâmetro do halo. A interpretação da Pz foi igual à de proteinase e foram utilizados os 
mesmos controles. 

2.5 Pesquisa de hemolisina

A pesquisa de hemolisina foi realizada de acordo com Luo, Samaranayake e Yau 
(2001). Todos os experimentos foram realizados em duplicata. A atividade hemolítica 
(Hz) foi caracterizada pela presença de halo de hemólise ao redor da colônia e calculada 
pela razão do diâmetro da colônia e o diâmetro do halo. A interpretação da Hz foi igual 
à de proteinase e foram utilizados os mesmos controles. 

2.6 Capacidade de formação de biofilmes

A capacidade de formação de biofilmes foi avaliada de acordo com Pierce e 
colaboradores (2010). Para a quantificação dos biofilmes, foram utilizados dois métodos 
colorimétricos: o método de estimativa da biomassa total por coloração com cristal 
violeta, de acordo com Silva e colaboradores (2009); e o método da determinação 
da atividade metabólica pela redução do sal tetrazólio XTT, de acordo com Pierce e 
colaboradores (2010). Os testes foram realizados em quatro replicatas e uma coluna 
sem inóculo foi utilizada como controle negativo e branco. A classificação foi realizada 
de acordo com Pannanusorn, Fernandez e Römling (2013), a qual utiliza os valores de 
absorbância da atividade metabólica.

2.7 Testes de sensibilidade de biofilmes aos antifúngicos

A sensibilidade dos biofilmes aos antifúngicos foi determinada utilizando-se a 
metodologia de redução do XTT (PIERCE et al., 2010), em biofilmes maduros (24h). 
Assim, foi determinada a Concentração Inibitório Mínima de Biofilme (CIMb) para os 
antifúngicos anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol, definida como a 
concentração mínima da droga capaz de reduzir a atividade metabólica do biofilme em 
50% (CIMb50) e em 80% (CIMb80), considerando-se o controle de crescimento, sem a 
presença dos antifúngicos, como 100%. Os testes foram realizados em duplicata.  

2.8 Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)

A técnica de PFGE utilizada foi baseada em Miranda e colaboradores (2012), 
Chen e colaboradores (2005) e Shin e colaboradores (2001). 

Resumidamente, as suspensões foram confeccionadas em água estéril e lavadas 
duas vezes. A seguir, água foi retirada por aspiração e suspensões de concentração 
equivalente a 1mg de células por microlitro foram confeccionadas em EDTA (50 mM, 
pH 8), homogeneizadas e 50 μL foram transferidos para novos microtubos contendo 
150 μL de EDTA. A essas suspensões foram adicionados 40 μL de liticase e 240 μL de 
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agarose Seakem gold (Lonza, Suíça). As soluções foram transferidas para os moldes 
de bloco de agarose (CHEF DRIII); estes foram incubados em câmara úmida a 4°C 
durante 15 minutos e, posteriormente, a 37°C durante 2 horas. Após a incubação, os 
blocos foram transferidos para tubos contendo 1,9 mL de tampão NET (1 mL Tris 1 
M pH 7,5; 90 mL EDTA 0,5 M pH 8; 10 mL Laurilsarcosine 10%) e proteinase K (1mg/
mL), e incubados de 8 a 16 horas, a 56°C. Após a incubação, os blocos foram lavados 
5 vezes com 2 mL de tampão CHEF TE 1x (13 mL EDTA 0,5 M pH 7; 13 mL EDTA 0,5 
M pH 8; 6,5 mL Tris 1 M pH 7; 6,5 mL Tris 1 M pH 8; água deionizada q.s.p. 130 mL) 
durante 15 minutos, sob agitação, à temperatura ambiente. Entre cada lavagem, os 
blocos foram incubados durante 1 hora em repouso, também à temperatura ambiente.

Para a digestão, cada bloco foi lavado 5 vezes com tampão DNS (10 mL Tris 1 M 
pH 8; 500 µL MgCl2; água deionizada q.s.p. 100 mL)  durante 30 minutos sob agitação, 
à temperatura ambiente. Após as lavagens, os blocos foram transferidos para tubos 
contendo tampão de digestão e a enzima PauI (20 U) e incubados a 37°C, de 8 a 16 
horas. 

Após a digestão, o tampão foi removido, os blocos foram lavados com TE durante 
2 horas à temperatura ambiente, sob agitação, e aplicados em gel de agarose Seakem 
gold (1% em TBE). A eletroforese em campo pulsado foi realizada no aparelho CHEF 
DR® III (Bio-Rad, França). O tampão utilizado para a corrida foi TBE 0,5x (0,5 mM 
EDTA; 50 mM Tris; 50 mM ácido bórico; água deionizada) e as condições foram: 10 
s de pulso inicial, 90 s de pulso final, 14°C, 6 V/cm, 120° de ângulo, 29 horas. O 
marcador de peso molecular utilizado foi Salmonella Braenderup H9812 digerida com 
30 unidades de XbaI, a 37°C, durante 2 horas (HUNTER et al., 2005). O gel foi corado 
com brometo de etídeo (0,5 μg/mL) durante 30 minutos, descorado com água destilada 
durante 1 hora e 30 minutos e documentado em luz ultravioleta.

Os dados foram analisados utilizando-se o software BioNumerics 7.6 
(AppliedMaths, Bélgica). Cada banda gerada foi identificada de acordo com o tamanho 
e foi utilizada para a construção do dendrograma de similaridade genética, construído 
pelo método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). 

2.9 Microsatellite Length Polymorphism (MLP)

Os marcadores CP1, CP4 e CP6 foram utilizados para C. parapsilosis, de acordo 
com Sabino e colaboradores (2010). Como foram obtidas somente três linhagens de C. 
orthopsilosis e não existem marcadores de microssatélite descritos para essa espécie, 
essas linhagens não foram submetidas ao MLP.

Os dados foram analisados utilizando-se o software BioNumerics 7.6 
(AppliedMaths, Bélgica). Cada pico gerado foi identificado de acordo com o tamanho 
e marcação utilizada. O tamanho dos fragmentos foi utilizado para a construção do 
dendrograma de similaridade genética, construído pelo método de UPGMA. 
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2.10 Classificação dos isolados

Os isolados foram classificados como geneticamente idênticos (100% 
de similaridade), geneticamente relacionados (90 a 99.9% de similaridade) ou 
geneticamente não relacionados (<89.9% de similaridade) (ABDELJELIL et al., 2011; 
HEO et al., 2011). 

2.11 Cálculo do índice de discriminação

O índice de discriminação das técnicas de genotipagem foi calculado utilizando-
se o índice de diversidade de Simpson (HUNTER; GASTON, 1988). 

2.12 Análise dos prontuários

Os prontuários dos pacientes foram analisados em busca de informações como 
fatores de risco. Para isso, os seguintes dados foram extraídos dos prontuários dos 
pacientes: sexo, idade, ala hospitalar de admissão, internação na UTI, diagnóstico, 
tratamento com antibióticos, nutrição parenteral, presença de cateter venoso central, 
neutropenia, diabetes, doença de base e características clínico-evolutivas da 
candidemia. Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software Epi Info™ 
versão 7 (Centers for Disease Control and Prevention - CDC, EUA) e os testes de χ2 e 
Fisher. Valores de P≤0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

2.13 Ética

Esse estudo foi aprovado pelos comitês de ética da Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto e do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 
de Ribeirão Preto (número CAAE 26123913.9.0000.5403).

3 |  RESULTADOS

Durante o período do estudo, 14 episódios de candidemia provocada por C. 
parapsilosis (sensu lato) foram identificados, o que corresponde a uma incidência de 
0,27 episódios a cada 1000 admissões. Como esperado, C. parapsilosis foi a espécie 
predominante, responsável por 78,6% dos casos, C. orthopsilosis foi isolada em 21,4% 
dos pacientes e nenhum isolado de C. metapsilosis foi encontrado.

A média de idade dos pacientes foi de 32 ± 26,7 anos e variou de seis dias a 
72 anos. A média de idade dos pacientes acometidos por C. orthopsilosis foi menor 
(0,58±0,32 anos). A maioria dos pacientes acometidos por C. parapsilosis foi admitida 
em unidades de cirurgia, enquanto todos os pacientes acometidos por C. orthopsilosis 
eram provenientes de UTIs. 

A maioria dos pacientes apresentou um ou mais fatores de risco para candidemia, 
sendo que os fatores de risco mais comuns foram antibioticoterapia e acesso venoso 
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central. Não houve relação entre os fatores de risco e o desfecho da candidemia 
(P>0,05). Todos os pacientes apresentaram doenças de base, sendo que as doenças 
gastrointestinais, tais como apendicite, foram as mais comuns. Nos pacientes 
acometidos por C. orthopsilosis, as doenças genéticas e malformações congênitas 
foram as mais frequentes.

A taxa de mortalidade total foi de 35,7%, sendo que C. parapsilosis apresentou 
uma taxa de 36,4% e C. orthopsilosis, 33,3%. Não houve diferença significativa entre 
as espécies (P=0,92). A distribuição das espécies e as características dos pacientes 
estão resumidas na Tabela 1.

Espécies

Características dos pacientes C. parapsilosis
n=11

C. orthopsilosis
n=3

Todas
n=14

Sexo n (%)
Feminino 5 (45,5) 2 (66,7) 7 (50)
Masculino 6 (54,5) 1 (33,3) 7 (50)

Média de idade em anos (DP) 40 (24,8) 0,58 (0,32) 32 (26,7)
Taxa de mortalidade total# (%) 36,4 33, 3 35,7

Unidades hospitalares n (%)
Unidades médicas 3 (27,3) 0 3 (21,4)

Unidades de cirurgia 5 (45,4) 0 5 (35,7)
UTIs* 3 (27,3) 3 (100) 6 (42,9)

Fatores de risco n (%)
Antibioticoterapia 10 (90,9) 3 (100) 13 (92,9)

Acesso venoso central 8 (72,7) 3 (100) 11 (78,6)
Cirurgia 7 (63,6) 2 (66,7) 9 (64,3)

Neutropenia 2 (18,2) 0 2 (14,3)
Nutrição parenteral 6 (54,5) 2 (66,7) 8 (57,4)

Sonda vesical 5 (45,4) 2 (66,7) 7 (50)
Doenças de base n (%)

Câncer sólido 2 (18,2) 0 2 (14,3)
Prematuridade 0 1 (33,3) 1 (7,1)

Neoplasia hematológica 1 (9,1) 0 1 (7,1)
Doenças cardíacas 1 (9,1) 0 1 (7,1)

Doenças gastrointestinais 4 (36,4) 0 4 (28,6)
Doenças pulmonares 0 1 (33,3) 1 (7,1)
Doenças vasculares 1 (9,1) 0 1 (7,1)

Trauma 2 (18,2) 0 2 (14,3)
Doenças genéticas / Malformação 

congênita 1 (9,1) 2 (66,7) 3 (21,4)

Doenças renais 1 (9,1) 0 1 (7,1)
Diabetes Mellitus 2 (18,2) 0 2 (14,3)

Tabela 1. Unidades hospitalares, fatores de risco, doenças de base e características dos 
pacientes acometidos por candidemia causada por C. parapsilosis (sensu lato) no Hospital 
das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto no período entre junho de 2014 e 

novembro de 2015.*Unidade de terapia intensiva. # A mortalidade da candidemia foi calculada 
14 dias após o diagnóstico.
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Quanto à sensibilidade aos antifúngicos, apenas um isolado de C. parapsilosis 
apresentou suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol. Os demais isolados foram 
suscetíveis aos antifúngicos testados. Os resultados dos testes de sensibilidade estão 
resumidos na Tabela 2.

Espécie Antifúngico
CIM (µg/mL)

Intervalo CIM média* ± DP CIM 50 CIM 90

C. parapsilosis
n=11

Anfotericina B 0,25 – 1 0,64 ± 0.3 0,5 1
Caspofungina 0,25 – 1 0,50 ± 0.24 0,5 1

Fluconazol 0,25 – 4 0,53 ±1.2 0,5 2
Voriconazol 0,0313 – 0.0625 0,03 ± 0.01 0,0313 0,0625

C. orthopsilosis
n=3

Anfotericina B 0,5 – 1 0,63 ±0.29 0,5 1
Caspofungina 0,125 – 0.25 0,20 ±0.07 0,25 0,25

Fluconazol 0,5 0,5 ± 0 0,5 0,5
Voriconazol 0,0313 0,0313 ± 0 0,0313 0,0313

Tabela 2. CIM, intervalo e média, de isolados de C. parapsilosis (sensu lato) frente aos 
antifúngicos anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol. *Média geométrica

Quanto à produção de fatores de virulência, somente dois isolados de C. 
parapsilosis e dois de C. orthopsilosis foram capazes de produzir hemolisina; três 
isolados de C. parapsilosis e um de C. orthopsilosis foram capazes de produzir 
proteinase e nenhum isolado produziu fosfolipase. A produção dos fatores de virulência 
pode ser visualizada na Figura 1.

Figura 1 - Atividade das enzimas hidrolíticas extracelulares dos isolados de C. parapsilosis 
(sensu lato) obtidos de pacientes internados no Hospital das Clínicas da FMRP – USP. Fonte: o 

autor.

 
Quanto à formação de biofilme, cinco isolados de C. parapsilosis e dois isolados 

de C. orthopsilosis apresentaram capacidade de formação de biofilme em placas de 
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poliestireno, em 24h. Os valores de absorbância da atividade metabólica foram de 
0,0021 a 0,0619; e os valores correspondentes à biomassa dos biofilmes foram de 
0,0220 a 0,7925. 

Após a formação de biofilme, a sensibilidade aos antifúngicos foi reduzida, e em 
muitos casos os isolados se tornaram resistentes. Os resultados estão descritos na 
tabela 3.

CIMb (µg/mL)
Espécie Antifúngico Intervalo CIMb 50 Intervalo CIMb 80

C. parapsilosis
n=5

Anfotericina B 0,5 - 128 4 - 128
Caspofungina 0,5 - 8 2 - 128

Fluconazol 32- 2018 64 - >2018
Voriconazol 0,5 - > 512 1 - > 512

C. orthopsilosis
n=2

Anfotericina B 1 - 8 8 - 32
Caspofungina 0,25 - 2 0,5 - 128

Fluconazol 32 - 128 64 - 1024
Voriconazol 32 - 128 128

Tabela 3. Intervalo de CIMb para isolados de C. parapsilosis (sensu lato) aos antifúngicos 
anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol.

A genotipagem por PFGE gerou 17 PFGE-tipos, com um Índice de Discriminação de 
1,0. Um limite de similaridade de 75% dividiu os isolados em três grupos, correspondentes 
às três espécies do complexo. Dois grupos de isolados de C. parapsilosis e um grupo de 
isolados de C. orthopsilosis foram considerados geneticamente relacionados: PFGE-A 
(isolados 5 e 6), PFGE-B (isolados 3, 8, 10, 11, 14) e PFGE-C (isolados 12 e 13)  
(Figura 2). Os isolados do grupo PFGE-A foram isolados no mesmo mês, de pacientes 
do sexo feminino que apresentaram antibioticoterapia e cirurgia como fatores de 
risco. Os isolados do grupo PFGE-B foram isolados de pacientes que fizeram uso de 
acesso venoso central. Já os isolados do grupo PFGE-C foram isolados de pacientes 
do sexo feminino, internadas em UTIs (em unidades diferentes), que fizeram uso de 
antibioticoterapia, acesso venoso central e nutrição parenteral e apresentaram um 
desfecho positivo para o episódio de candidemia. 
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Figura 2 – Dendrograma de similaridade genética gerado a partir do perfil de bandas, obtido 
pela técnica de PFGE, para os 14 isolados de C. parapsilosis (sensu lato) estudados. Fonte: o 

autor

Os resultados de MLP não indicaram isolados geneticamente idênticos ou 
relacionados (Figura 3). O índice de discriminação dessa técnica foi 1.
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Figura 3 - Dendrograma de similaridade genética, gerado a partir do polimorfismo de 
microssatélites, para os 11 isolados de C. parapsilosis estudados. Fonte: o autor

4 |  DISCUSSÃO

A candidemia é uma doença importante no mundo todo e é associada a altas 
taxas de mortalidade, prolongamento do tempo de hospitalização e altos custos 
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hospitalares (SARDI et al., 2013; PEMÁN; QUINDÓS, 2016). As infecções provocadas 
por C. parapsilosis, tornaram-se mais frequentes nos últimos anos e superaram aquelas 
provocadas por C. albicans em alguns locais (ŞULAR et al., 2018; KATO et al., 2019; 
SUN et al., 2019). As práticas hospitalares, bem como o perfil dos pacientes atendidos, 
influenciam na incidência de candidemia, o que torna os estudos locais fundamentais 
(YAPAR, 2014; VALLABHANENI et al., 2016).

Como esperado, a incidência de C. parapsilosis foi maior do que de C. orthopsilosis. 
Ainda, não houve candidemia provocada por C. metapsilosis. O mesmo foi observado 
por Blanco-Blanco e colaboradores (2014) e Taj-Aldeen e colaboradores (2014). 
Entretanto, Chen e colaboradores (2010) relataram incidência semelhante entre C. 
metapsilosis e C. orthopsilosis. No estudo de Tsai e colaboradores (2018), em um 
hospital pediátrico, a incidência de C. metapsilosis foi maior que de C. orthopsilosis.

A média de idade dos pacientes acometidos por C. orthopsilosis foi menor que 
um ano e, apesar do número reduzido de isolados, esse resultado é semelhante a 
estudos anteriores (BLANCO-BLANCO et al., 2014, TAJ-ALDEEN et al., 2014). Já os 
pacientes acometidos por C. parapsilosis apresentaram média de idade superior, 32 
anos. Sun e colaboradores (2019) observaram uma média de idade de 55,5 anos em 
pacientes com câncer acometidos por candidemia por C. parapsilosis. Entretanto, no 
estudo de Şular e colaboradores (2018), a incidência de C. parapsilosis foi maior entre 
os pacientes pediátricos. 

Os fatores de risco são comuns em pacientes com candidemia e, no presente 
estudo, a maioria dos pacientes apresentou um ou mais desses fatores. No estudo 
de Sun e colaboradores (2019), neutropenia e uso de nutrição parenteral foram 
relacionados como fatores de risco para o desenvolvimento de candidemia por C. 
parapsilosis e a presença de neoplasias hematológicas também foi relacionada com 
episódios de candidemia provocados por essa espécie. A relação entre uso de nutrição 
parenteral e o desenvolvimento de candidemia por C. parapsilosis já foi reconhecido 
em vários estudos: essa espécie apresenta facilidade de desenvolvimento em soluções 
para nutrição parenteral (BLANCO-BLANCO et al., 2014). No presente estudo, mais 
da metade dos pacientes acometidos por C. parapsilosis fizeram uso de nutrição 
parenteral, entretanto, somente um paciente apresentava neoplasia hematológica 
como doença de base. Quanto aos pacientes acometidos por C. orthopsilosis, dois 
terços fizeram uso de nutrição parenteral. No estudo de Blanco-Blanco e colaboradores 
(2014), todos os pacientes acometidos por C. orthopsilosis fizeram uso desse tipo de 
nutrição; entretanto, menos da metade dos pacientes acometidos por C. parapsilosis 
apresentaram esse fator de risco.

A taxa de mortalidade total não apresentou diferença significativa entre as duas 
espécies e foi de 35,7%. A espécie C. parapsilosis já foi relacionada a menores taxas 
de mortalidade quando comparadas a outras espécies envolvidas em episódios de 
candidemia (KATO et al., 2019). A taxa de mortalidade obtida para C. orthopsilosis foi 
igual à obtida no estudo de Tsai e colaboradores (2018).
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A suscetibilidade aos antifúngicos é essencial para o sucesso do tratamento. No 
presente estudo, apenas um isolado de C. parapsilosis apresentou suscetibilidade dose-
dependente ao fluconazol. No estudo de Sun e colaboradores (2019), todos os isolados 
dessa espécie apresentaram-se suscetíveis aos antifúngicos testados. Alguns estudos 
com C. parapsilosis reportaram diminuição da atividade dos antifúngicos azólicos frente 
a essa espécie (PERLIN; SHOR; ZHAO, 2015; SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-
FLÖRL, 2015). Tsai e colaboradores (2018) observaram boa atividade de anfotericina 
B, caspofungina e voriconazol frente aos isolados de C. orthopsilosis, entretanto, um 
isolado dessa espécie apresentou sensibilidade reduzida ao itraconazol. 

A produção de fatores de virulência é parte importante do processo de infecção. 
No presente estudo, poucos isolados foram capazes de produzir hemolisina e 
proteinase e nenhum foi capaz de produzir fosfolipase. A produção desses fatores é 
bem estabelecida em C. albicans, que é relatada em vários estudos como a principal 
produtora dos mesmos (TAY et al., 2011; DE LUCA et al.; 2012;  MUTLU SARIGUZEL 
et al., 2015). 

Acredita-se que a maioria das infecções causadas por Candida spp. envolva a 
formação de biofilme na superfície de tecidos e em implantes médicos (ROSATO et al., 
2016). No presente estudo, 50% dos isolados foram classificados como formadores 
de biofilme. Os resultados da atividade metabólica de biofilmes de C. parapsilosis (latu 
sensu) podem ser difíceis de discutir devido à alta variabilidade intrínseca, e o fato de 
que a atividade metabólica não reflete necessariamente a quantidade de biomassa 
(BRILHANTE et al., 2019). Quando em biofilmes, a maioria dos isolados clínicos foi 
resistente aos antifúngicos testados, considerando-se os valores de pontos de corte 
determinados pelo CLSI para células planctônicas, já que não há, até o momento, 
valores estabelecidos para biofilmes fúngicos.

As técnicas de genotipagem são utilizadas para a elucidação de rotas de 
transmissão, bem como para avaliar a variabilidade genética dos isolados. No presente 
estudo, as técnicas de PFGE e MLP geraram resultados conflitantes: enquanto a 
técnica de PFGE gerou grupos de isolados geneticamente relacionados, a técnica 
de MLP resultou em alta variabilidade genética. Enquanto alguns relataram menor 
variabilidade genética entre isolados de C. parapsilosis, outros encontraram maior 
variabilidade entre isolados dessa espécie (CHEN et al., 2010; MIRANDA et al., 2012; 
Da SILVA RUIZ et al., 2013; BARBEDO et al., 2015; MAGOBO et al., 2017). Esses 
resultados divergentes mostram a importância de se utilizar técnicas baseadas em 
diferentes princípios para avaliar a variabilidade genética dos isolados.

5 |  CONCLUSÃO

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que a espécie Candida parapsilosis 
é a mais frequente do complexo em episódios de candidemia no hospital estudado. 
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Entretanto, estudos contínuos são necessários para monitorar e investigar a 
epidemiologia e sensibilidade das espécies do complexo Candida parapsilosis, uma 
vez que as mesmas são fenotipicamente indistinguíveis e podem ser erroneamente 
identificadas. Ainda, o uso de diferentes técnicas é importante quando a variabilidade 
genética dos isolados for pesquisada. Finalmente, apesar de muitos dos resultados 
obtidos serem semelhantes aos de outros estudos, diferenças foram encontradas, 
confirmando que estudos locais são essenciais para o desenvolvimento de estratégias 
que contribuam para a diminuição da incidência dessa doença, bem como técnicas de 
manejo para a mesma.
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