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RESUMO 

 

Pessoas vivendo com HIV (PVHIV) são frequentemente acometidas com leveduroses levando 

a um agravamento do quadro clínico podendo chegar ao óbito. Espécies de Candida causam 

desde infecções superficiais a invasivas. O gênero Cryptococcus causa desde lesões cutâneas a 

meningite. Portanto, a variabilidade no comportamento dessas leveduras, evidencia a 

necessidade de testes capazes de diagnosticar precocemente e caracterizar a patogenicidade dos 

isolados. O objetivo do estudo foi identificar leveduras em PVHIV através de taxonomia 

polifásica entre o MALDI-TOF MS (VITEK® MS), VITEK®2 e CHROMOagar Candida, bem 

como definir a sensibilidade antifúngica e capacidade de formação de biofilme dos isolados. 

Foram incluídas 125 amostras biológicas provenientes de 48 PVHIV com suspeita de infecções 

fúngicas. Destes, 56,2% dos pacientes apresentaram leveduroses, sendo o sexo masculino, o 

mais acometido. Dos pacientes com leveduroses, 70,3% apresentaram contagens de linfócitos 

TCD4 menores que 200 células/µL e 29,7% contagens superiores a 200 células/µL. Foram 

isoladas leveduras patogênicas na orofaringe, sangue, liquido cefalorraquidiano, lavado 

broncoalveolar, secreção traqueal e mielograma. Candida albicans (55,6%) foi a espécie mais 

prevalente, seguida C. tropicalis (22,2%); Cryptococcus neoformans (7,4%); Cryptococcus 

gatti (3,7%); C. parapsilosis (3,7%); C. ortopsilosis (3,7%) e C. krusei (3,7%).  A concordância 

entre o MALDI-TOF MS (VITEK®MS) e o VITEK® 2 foi de 92,59% e com o CHROMOagar 

Candida foi 74,07%. Foram realizados testes de sensibilidade frente a seis antifúngicos: 

fluconazol, voriconazol, caspofungina, micafungina, anidulafungina e anfotericina B, 

utilizando o protocolo M27-A3 do CLSI. O voriconazol foi droga com maior percentual 

(18,5%) de leveduras resistentes. Para a avaliação da capacidade de formação do biofilme, 

92,7% das leveduras isoladas formaram biofilme. Destarte, através desses dados, comprova-se 

a necessidade de estudos com leveduras patogênicas, como forma de indicar fatores de risco 

para o agravamento das micoses em PVHIV, bem como fornecer o diagnóstico laboratorial 

precoce, auxiliando uma terapia assertiva, melhorando a qualidade de vida desses pacientes.  

Palavras-chave:  HIV; infecção fúngica; leveduras; MALDI-TOF MS; taxonomia 

polifásica; virulência.  



 

ABSTRACT 

 

People living with HIV (PLHIV) are often affected with yeast infections, leading to an 

aggravation of the clinical picture and even death. Candida species cause from superficial to 

invasive infections. The genus Cryptococcus causes from skin lesions to meningitis. Therefore, 

the variability in the behavior of these yeasts highlights the need for tests capable of 

precociously diagnosing and characterizing the pathogenicity of the isolates. The aim of the 

study was to identify yeasts in PLHIV through polyphasic taxonomy between MALDI-TOF 

MS (VITEK® MS), VITEK®2 and CHROMOagar Candida, as well as to define the antifungal 

sensitivity and biofilm formation capacity of the isolates. 125 biological samples from 48 

PLHIV with suspected fungal infections were included. Of these, 56.2% of the patients had 

yeast infections, with males being the most affected. Of the patients with yeast infections, 

70.3% had TCD4 lymphocyte counts below 200 cells/µL and 29.7% had counts above 200 

cells/µL. Pathogenic yeasts were isolated from the oropharynx, blood, cerebrospinal fluid, 

bronchoalveolar lavage, tracheal secretion and myelogram. Candida albicans (55.6%) was the 

most prevalent species, followed by C. tropicalis (22.2%); Cryptococcus neoformans (7.4%); 

Cryptococcus gatti (3.7%); C. parapsilosis (3.7%); C. orthopsilosis (3.7%) and C. krusei 

(3.7%). The agreement between MALDI-TOF MS (VITEK®MS) and VITEK® 2 was 92.59% 

and with CHROMOagar Candida it was 74.07%. Sensitivity tests were performed against six 

antifungal agents: fluconazole, voriconazole, caspofungin, micafungin, anidulafungin and 

amphotericin B, using the CLSI M27-A3 protocol. Voriconazole was the drug with the highest 

percentage (18.5%) of resistant yeasts. For the evaluation of the biofilm formation capacity, 

92.7% of the isolated yeasts formed biofilm. Thus, through these data, the need for studies with 

pathogenic yeasts is proven, as a way of indicating risk factors for the worsening of mycoses in 

PLHIV, as well as providing an early laboratory diagnosis, helping an assertive therapy, 

improving the quality of life. of these patients. 

Keywords: HIV; fungal infection; yeast; MALDI-TOF MS; polyphasic taxonomy; 

virulence. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Leveduroses tais como candidemia e meningite criptocócica, aumentaram 

substancialmente, mesmo com o uso crescente de ferramentas de diagnóstico mais sensíveis e 

novas drogas antifúngicas utilizadas (BRETAGNE et al., 2022; HARDISON; BROWN, 2012). 

São doenças graves e podem levar o paciente a óbito, atingindo índices de mortalidade de até 

80%, sobretudo pacientes com algum tipo de imunossupressão ou acometidos pelo vírus da 

Imunodeficiência Humana (HIV) (BORGES et al., 2009; TRAGIANNIDIS et al., 2010; SELIN 

et al., 2017).   

Das leveduras, Candida albicans é a espécie que mais acomete pessoas vivendo com 

HIV (PVHIV). Entretanto, outras espécies têm sido relatadas nos últimos anos como causa de 

micoses, tais como a C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e Criptococcus spp 

(ROCHA et al., 2008; TRAGIANNIDIS et al., 2010). As espécies de Candida causam mais 

comumente infecções de mucosas orais, vaginais, esofágicas e sepse. Espécies do gênero 

Cryptococcus causam meningite criptocócica, sendo a principal causa de morte por fungos 

oportunistas em PVHIV (BASSETTI et al., 2014; LIMPER et al., 2017; WEMBABAZI et al., 

2022). 

A criptococose é  uma infecção sistêmica cosmopolita negligenciada, causada pelo 

fungo do gênero Cryptococcus, sendo a principal causa de meningoencefalite em PVHIV 

(CHUKWUANUKWU et al., 2020). O advento da pandemia de AIDS na década de 1980 

promoveu um aumento na incidência dessa micose.  

Estudos indicam que PVHIV são mais propensas a transportarem leveduras que podem 

ser menos sensíveis as terapias padrão e a cada dia de uma terapia inadequada aumenta a taxa 

de mortalidade em até 20% (LUCAS; NELSON, 2015). Estudos sugerem que há um milhão de 

casos novos de micoses invasivas em PVHIV ao ano com mais de 50.000 mortes 

(ARMSTRONG-JAMES et al., 2017; WEMBABAZI et al., 2022). 

Leveduras do gênero Candida, têm uma maior capacidade de formar biofilme, que é 

caracterizado como uma massa diferenciada de microrganismos unidos firmemente a uma 

superfície biótica ou abiótica. Com o uso de procedimentos invasivos em associação a uma 

deficiência imunológica ocasionada pelo HIV, aumenta-se a chance de infecções associadas a 

formação do biofilme, elevando a gravidade da doença, a resistência a antimicrobianos e a 

mortalidade (SEDDIKI et al., 2015; NETT, 2016; THOMAS RUDDEL et al., 2022). 

Portanto, a variabilidade no comportamento dessas leveduras e o crescente número de 

isolados resistentes, evidenciam a necessidade de testes capazes de sua identificação precoce 
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através de metodologias mais eficientes e de alta confiabilidade, como a espectrometria de 

massas por MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass 

Spectrometry) bem como a realização de testes de sensibilidade a antifúngicos a fim de guiar a 

conduta terapêutica (VELLA et al., 2013; NETT, 2016). 

As micoses invasivas associadas ao HIV representam desafios quanto a sua 

caracterização da epidemiologia e esbarram na capacidade diagnóstica limitada. Com isso, 

estudos sobre a epidemiologia nesses pacientes, bem como características de patogenicidade 

dos isolados, são muito importantes, pois contribuem de forma direta com a melhora da 

sobrevida dos pacientes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 PANORAMA DE CASOS DE HIV/ AIDS NO MUNDO 

 

A infecção pelo HIV continua sendo um dos principais problemas de saúde pública do 

mundo. Segundo dados da UNAIDS, estima-se que 37,7 milhões de pessoas no mundo viviam 

com o vírus HIV no ano de 2020 e 1,5 milhão de pessoas ficaram recentemente infectadas no 

mesmo ano. Desses, 36 milhões são indivíduos adultos e 28,2 milhões de pessoas tiveram 

acesso a TARV em 31 de junho de 2021 (UNAIDS, 2021).  

Dados globais informam que 53% das PVHIV são mulheres e meninas. Em 2020, cerca 

de 680 mil pessoas morreram de doenças relacionadas a AIDS, em comparação com 1,3 milhão 

de pessoas em 2010. A mortalidade relacionada à AIDS diminuiu em 53% entre mulheres e 

meninas e em 41% entre homens e meninos desde 2010. Toda semana, cerca de 5000 jovens 

mulheres entre 15 e 24 anos de idade, são infectadas pelo HIV. Na África subsaariana (ASS), 

seis em cada sete novas infecções pelo HIV entre adolescentes de 15 a 19 anos de idade, estão 

entre meninas. As jovens mulheres de 15 a 24 anos têm duas vezes mais probabilidade de 

estarem vivendo com o HIV do que os homens. Cerca de 4200 adolescentes e mulheres jovens 

entre 15 e 24 anos de idade, foram infectadas com o HIV a cada semana em 2020 (UNAIDS, 

2021). 

 Em 2020, as principais populações (profissionais do sexo e clientes, gays e outros 

homens que fazem sexo com homens, pessoas usuárias de drogas e pessoas trans) e seus 

parceiros sexuais foram responsáveis por 65% das infecções pelo HIV em todo o mundo. O 

risco de adquirir o HIV é 35 vezes maior entre as pessoas usuárias de drogas injetáveis, 34 

vezes mais alto para mulheres trans, 26 vezes mais alto para as trabalhadoras do sexo e 25 vezes 

maior entre homens gays e outros homens que fazem sexo com homens (UNAIDS, 2021). 

A ASS continua sendo a região mais afetada pela pandemia do vírus HIV, na qual 39% 

das novas infecções estão nessa região. As mulheres e meninas responderam por 63% de todas 

as novas infecções pelo HIV em 2020. Em 2018, um total de 800.000 novas infecções e 310.000 

mortes foram relatadas apenas no leste e sul da África, representando 47% e 40% das mortes 

globais relacionadas à AIDS (OLUM et al., 2020; UNAIDS, 2020). 
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2.1.1 Panorama de casos de Hiv no Brasil 

 

Segundo dados do Ministério da Saúde no Brasil, entre 2007 até junho de 2021, foram 

notificados no Sinan 381.793 casos de infecção pelo HIV, sendo 165.247 (43,3%) na região 

Sudeste, 75.618 (19,8%) na região Nordeste, 75.165 (19,7%) na região Sul, 36.218 (9,5%) na 

região Norte e 29.545 (7,7%) na região Centro Oeste. No ano de 2020, foram notificados 32.701 

casos de infecção pelo HIV, sendo 4.299 (13,2%) casos na região Norte, 8.190 (25,0%) no 

Nordeste, 11.270 (34,5%) no Sudeste, 5.732 (17,5%) no Sul e 3.210 (9,8%) no Centro-Oeste 

(MINISTERIO DA SAÚDE, 2021). 

Quanto ao sexo, os casos de infecção pelo vírus HIV notificados no Sinan no período 

de 2007 a junho de 2021, corresponderam a um total de 266.360 (69,8%) casos em homens e 

115.333 (30,2%) casos em mulheres. A razão de sexos para o ano de 2020 foi de 2,8 (M:F), ou 

seja, 28 homens para cada dez mulheres (MINISTERIO DA SAÚDE, 2021). 

No que refere às faixas etárias, observou se que a maioria dos casos de infecção pelo 

HIV se encontra na faixa de 20 a 34 anos, com percentual de 52,9% dos casos. Com relação à 

raça/cor autodeclarada, 39,4% ocorreram entre brancos e 51,7% entre negros (pretos e pardos, 

sendo as proporções estratificadas 10,9% e 40,8%, respectivamente). Entre os homens, 40,9% 

dos casos ocorreram em brancos e 50,3% em negros (pretos, 10,0% e pardos, 40,3%); entre as 

mulheres, 35,9% dos casos se verificaram em brancas e 55,1% em negras (pretas, 13,0% e 

pardas, 42,1%) (MINISTERIO DA SAÚDE, 2021). 

 

2.1.2 Panorama de casos de AIDS no Brasil 

 

Quanto aos casos de AIDS, de 1980 a junho de 2021, foram identificados 1.045.355 

casos de AIDS no Brasil. O país tem registrado, anualmente, uma média de 36,8 mil novos 

casos nos últimos cinco anos. O número anual de casos vem diminuindo desde 2013, quando 

foram observados 43.493 casos; em 2020 foram registrados 29.917 casos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2021). 

A distribuição proporcional dos casos de AIDS, mostra uma concentração nas regiões 

Sudeste e Sul, correspondendo cada qual a 50,6% e 19,8% do total de casos; as regiões 

Nordeste, Norte e Centro-Oeste correspondem a 16,5%, 6,9% e 6,2% do total de casos, 

respectivamente. De 2016 a 2020, a região Norte apresentou uma média de 4,4 mil casos ao 

ano; Nordeste, 8,7 mil; Sudeste, 14,1 mil; Sul, 6,9 mil; e Centro-Oeste, 2,8 mil (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2021). 
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No Brasil, de 1980 até junho de 2021, foram registrados 688.348 (65,8%) casos de AIDS 

em homens e 356.885 (34,2%) em mulheres. No período de 2002 a 2009, a razão de sexos se 

manteve em 15 casos de AIDS em homens para cada dez em mulheres. No entanto, a partir de 

2020, observa-se um aumento na razão de sexos, que chegou a 24 casos em homens para cada 

dez em mulheres (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

A maior concentração dos casos foi observada em indivíduos com idade entre 25 e 39 

anos: 52,0% dos casos do sexo masculino e 47,8% dos casos do sexo feminino pertencem a 

essa faixa etária (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

Desde o início da epidemia de AIDS (1980) até 31 de dezembro de 2020, foram 

notificados no Brasil 360.323 óbitos tendo o HIV/AIDS como causa básica. A maior proporção 

desses óbitos ocorreu na região Sudeste (57,2%), seguida das regiões Sul (17,8%), Nordeste 

(14,2%), Centro-Oeste (5,3%) e Norte (5,5%).  Em 2020, a distribuição proporcional dos 10.417 

óbitos foi de 40,2% no Sudeste, 23,6% no Nordeste, 18,3% no Sul, 11,5% no Norte e 6,4% no 

Centro-Oeste (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

PVHIV têm maior chance de sobrevivência devido ao advento da TARV, porém estão 

mais expostos a doenças crônicas e doenças de caráter oportunistas, entre elas, doenças de 

etiologia fúngica que inclusive podem ser secundárias ao uso da TARV e à própria infecção 

viral (CONRADO et al., 2010; ANDREW et al., 2017). 

Em países de alta renda, a infecção fúngica sistêmica diminuiu em função da ampla 

disponibilidade de drogas antirretrovirais e testes iniciais para o HIV, entretanto em áreas com 

alta prevalência do vírus, os pacientes apresentam infecção avançada e baixa contagem de 

linfócitos TCD4 por baixa adesão aos medicamentos ou resistência a eles (ANDREW et al., 

2017). 

Para o controle da epidemia são necessárias medidas para o diagnóstico precoce da 

infecção e no tratamento de PVHIV bem como a implementação de intervenções de prevenção 

combinada. Atualmente, novas estratégias de prevenção surgem como ferramentas 

complementares no enfrentamento da epidemia de HIV ampliando a gama de opções que os 

indivíduos terão para se prevenir contra o vírus tais como: o uso do tratamento como prevenção 

(TcP), a Profilaxia Pós-exposição (PEP) e a Profilaxia Pré-exposição (PrEP) (UNAIDS, 2018).   

 

2.2 LEVEDUROSES EM PESSOAS VIVENDO COM HIV/AIDS 

 

As leveduroses consistem em infecções causadas por leveduras incluindo espécies do 

gênero Candida, Criptococcus, Trichosporon, dentre outras. As leveduras mais comuns 
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causando quadros clínicos graves, são espécies de Candida, constituindo as chamadas 

candidíases que somam uma média de 80% das infecções fúngicas em PVHIV e as do gênero 

Cryptococcus relacionados a casos de meningite criptocócica (LASS-FLÕRL, 2008; THOMAS 

RUDDEL et al., 2022). 

Espécies de Candida podem causar um panorama de infecções clínicas incluindo 

candidíase orofaríngea, esofágica, cutânea, vulvovaginal até doenças sistêmicas como 

candidemia. As manifestações clinicas mais comuns em PVHIV são candidíase orofaríngea e 

candidíase esofágica observadas em PVHIV nos estágios clínicos III e IV ou contagem de 

células T CD4 < 200 células/ µL e criptococose (ONINLA., 2014; ABBA et al., 2018).   

Embora a presença de leveduras nesses pacientes seja frequentemente relacionada à 

ocorrência de doença, elas podem estar apenas colonizando a pele, mucosas e trato 

gastrointestinal. Todavia, alterações orgânicas dependendo da natureza, favorecem a mudança 

do estado de colonização para infecção (CARVALHO et al., 2003; THOMAS RUDDEL et al., 

2022). Neste sentido, a cepa que coloniza, posteriormente, pode tornar-se infectante 

ocasionando candidíase invasiva cerca de oito dias após a colonização (SCHELENS, 2008).  

A interação entre HIV e células da resposta imune é bastante complexa resultando em 

taxas variáveis de progressão da AIDS. Todas as linhas celulares da imunidade e diminuição 

das células TCD4, levam a falha imunológica. Como resultado, indivíduos infectados estão em 

constante risco de infecções incluindo micoses sistêmicas invasivas, aumentando ainda mais 

caso não realizem a terapia antirretroviral (TARV) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2007; CHASTAIN et al., 2017). 

 

2.2.1 Candidíase Orofaringea  

 

A candidíase orofaringea é a infecção oportunista mais comum que acomete PVHIV, 

conhecida como a manifestação inicial da infecção, observados frequentes em pacientes com 

contagem de linfócitos entre 200 a 350 células/µL, sendo um marcador clínico da progressão 

da infecção (SARAVANI  et al., 2017; ABBA et al., 2018; AMBE et al., 2020).  

A candidíase oral é considerada uma das sete lesões cardinais associadas ao HIV além 

da gengivite ulcerativa necrosante, periodontite, eritema gengival linear, leucoplasia pilosa, 

sarcoma de kaposi e linfoma não Hodgkin (DENNY et al., 2016).  

  Dados globais, estima-se que 9,5 milhões de PVHIV sofrem de candidíase oral e a 

infecção é comumente adquirida endogenamente, exceto em alguns casos em que as cepas 

podem ser transmitidas de pessoa para pessoa (CHANDER, 2017; MARTHA et al., 2017). 
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 A alta incidência de candidíase orofaríngea recorrente em PVHIV levou a necessidade 

de administração repetida e uso profilático de agentes antifúngicos. É importante ressaltar que 

o surgimento de leveduras resistentes se tornou um problema em vários ambientes clínicos. 

Embora a C. albicans seja a espécie predominante isoladas da cavidade oral, vários estudos têm 

demonstrado que espécies não-albicans estão sendo detectadas mais frequentemente, incluindo 

a C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. dubliniensis (PANIDA et al., 2014; 

LAM- UBOL et al., 2019). 

Na maioria dos casos, as espécies não albicans são encontradas em infecções mistas, 

embora ocasionalmente possam ser encontrados como única espécie patogênica. A preocupação 

é que essas espécies sejam intrinsecamente menos suscetíveis ao fluconazol, tornando 

importante testes de sensibilidade antifúngica afim de possibilitar uma melhor escolha 

terapêutica (PANIDA et al., 2014).  

As lesões de candidíase oral podem permanecer locais ou se disseminar, sendo assim, 

pesquisas indicam que a prevalência de espécies de Candida na mucosa oral de pacientes 

saudáveis é de 40 a 60% , enquanto que em pacientes imunocomprometidos a prevalência pode 

ser de 60 a 93% (SAMARANAYAKE, 2009).  Fatores predisponentes como idade, higiene 

bucal, uso do álcool, antimicrobianos e tabagismo dão a esse grupo 90% de chance a mais para 

desenvolver candidíase oral. Estudos afirmam que PVHIV que usam TARV, a chance de 

desenvolvimento de infecção diminui de 20 a 70% (LOURENCO; FIGUEIREDO, 2008; LI et 

al., 2013; TAVERNE- GHADWAL et al., 2022). 

Um estudo realizado por Lam Ubol et al. (2019) na Tailândia, cujo objetivo foi avaliar 

os efeitos da TARV e sua relação com crescimento de espécies de Candida na mucosa oral de  

PVHIV, selecionou 48 individuos com o vírus que faziam ou não uso da terapia e 20 indivíduos 

sem o HIV foram recrutados como controle. A colonização por Candida foi detectada em 64% 

dos indivíduos infectados em uso da TARV, 65% indivíduos infectados pelo que nunca usaram 

e 35% não infectados pelo vírus. C. albicans foi a espécie mais isolada no grupo que fazia uso 

da terapia e os indivíduos sem o vírus, enquanto que PVHIV sem tratamento foi mais 

colonizado por espécies não albicans. 

Dos pacientes com candidíase oral que apresentaram contagens de Candida superiores 

a 500 UFC/ml, 20% eram indivíduos com o vírus em uso da TARV e 35% sem uso. Os não 

portadores do vírus tinham contagens inferiores a 500 UFC/ml. Os autores concluiram que a 

TARV tem efeito mínimo na saúde oral. Embora a terapia possa não impedir a colonização de 

Candida, pode levar à redução de espécies não albicans (LAM- UBOL et al., 2019). 

https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Panida+Thanyasrisung&option1=author&noRedirect=true
https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Panida+Thanyasrisung&option1=author&noRedirect=true
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O estudo de Panida et al. (2014) determinou a prevalência de espécies de Candida em 

60 adultos tailandeses infectados pelo HIV com uso da TARV e 49 indivíduos saudáveis. A 

prevalência da levedura oral foi semelhante em ambos os grupos com 56,6% em pacientes 

infectados pelo HIV e 55,1% em paciente do grupo controle. A espécie mais prevalente foi  a 

C. albicans em ambos os grupos (94,1% do portadores de Candida no HIV, 88,9% no controle). 

Existem dados conflitantes sobre o uso de medicamentos antirretrovirais e colonização 

de Candida. Estudos anteriores mostram que a TARV diminui a incidência de todas as 

infecções oportunistas relacionadas ao HIV, mas há relatos conflitantes sobre a associação da 

terapia e a colonização da levedura. (LY et al., 2013; DE PAULA et al., 2015; GAITÁN-

CEPEDA; SÁNCHEZ-VARGAS; CASTILLO, 2015). 

Além de fatores predisponentes, o status imunológico do hospedeiro bem como a 

quantidade de células TCD4 (abaixo de 200 células/ml) é um fator de risco para candidíase 

orofaringea, vários estudos produziram resultados diferentes no que diz respeito à sua relação 

com colonização oral de Candida. Além disso, fatores do hospedeiro que afetam a colonização 

oral dessas espécies não são bem esclarecidos (WU et al., 2012; LAM- UBOL et al., 2019; 

SURYANA; SUHARSONO; ANTARA, 2020). 

 

2.2.2 Candidíase Esofágica  

 

A candidíase esofágica é a causa mais comum de esofagite infecciosa em pacientes com 

AIDS. O esôfago é o segundo órgão mais suscetível à infecção por Candida, após a orofaringe. 

Paciente com carga viral alta, aumenta a chance de desenvolver essa infecção, 

independentemente das contagens de linfócitos TCD4 (VASQUEZ, 2010; OLUM et al., 2020). 

A membrana mucosa do esôfago é naturalmente revestida pelo epitélio escamoso 

estratificado não queratinizado e a levedura se adere a essa membrana, formando lesões 

amarelo-esbranquiçadas. Essas placas podem ser vistas na endoscopia, nas quais são 

encontradas difusamente por todo o esôfago ou localizadas na parte superior, média ou distal 

(KLOTZ, 2006). Para que ocorra a infecção é necessária a interação entre patógeno e 

hospedeiro. A patogenia está relacionada a falha no sistema imunológico, uma vez que a 

imunidade inata /adquirida e células localizadas no trato digestivo podem inibir o crescimento 

excessivo de fungos (LEVINE et al., 1985). 

Tal como a candidíase oral, a espécie mais frequente envolvida nessa infecção é a 

Candida albicans, mas outras espécies podem estar associadas como a C. glabrata, C. tropicalis 

e C. dubliniensis (KLIEMANN et al., 2008; MOHAMED; LU; MOUNMIN, 2019). 

https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Panida+Thanyasrisung&option1=author&noRedirect=true
https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=Gait%C3%A1n-Cepeda%2C+Luis+Alberto
https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=Gait%C3%A1n-Cepeda%2C+Luis+Alberto
https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=S%C3%A1nchez-Vargas%2C+Octavio
https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=Castillo%2C+Nydia
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Quando PVHIV desenvolvem candidíase orofaríngea, normalmente a contagem de 

linfócitos TCD4 está por volta de 350 células/µL, estudos indicam que quando há uma 

dimunuição para uma contagem abaixo 200 células/µL, a afta difunde-se para o esôfago, 

transformando a candidíase oral em candidíase esofágica (GAITÁN-CEPEDA; SÁNCHEZ-

VARGAS; CASTILLO, 2015; ABBA et al., 2018). 

A sintomatologia mais frequente é dificuldade para engolir e pode vir acompanhada de 

dor atrás do esterno. O exame físico é caracterizado por uma placa que ocorre frequentemente 

junto com candidíase oral. É importante diferenciar a candidíase esofágica de outras formas de 

esofagite infecciosa, como por exemplo das ocasionadas pelo vírus da herpes ou 

citomegalovírus (MOHAMED; LU; MOUNMIN, 2019). 

Estudos indicam que aproximadamente 10 a 15% das PVHIV desenvolverão candidíase 

esofágica ao longo da vida e o não uso da TARV torna esse valor ainda maior. Fatores 

predisponentes como idade, tabagismo, uso de alcool  também estão relacionados ao aumento 

dos casos, uma vez que o uso de substâncias  químicas enfraquece o sistema imunológico local 

e altera a superfície do epitélio escamoso do esôfago (VAZQUEZ, 2010; MOHAMED et al., 

2012; MOHAMED; LU; MOUNMIN, 2019). 

Geralmente, a candidíase esofágica ocorre na forma de esofagite superficial. Poucos 

casos de necrose são relatadas. Os casos com complicações são decorrentes de candidíase 

esofágica necrosante, no qual as ulcerações predispõem à perfuração esofágica e sangramento 

gastrointestinal podendo ocasionar perda de peso, desnutrição e candidemia (OSTROSKY et 

al., 2002). 

O padrão ouro para o diagnóstico de candidíase esofágica é através de exame 

histológico, biópsia ou escovação da mucosa esofágica realizada durante a endoscopia. Ao 

exame endoscópico são observadas lesões semelhantes a placas brancas da mucosa, eritema e 

exsudatos aderidos à mucosa. As amostras obtidas para biópsia ou escovação da mucosa 

coradas com hematoxilina-eosina revelam a presença de pseudo-hifas do gênero Candida e para 

posterior identificação da espécie serão necessárias cultura das amostras (MOHAMED; LU; 

MOUNMIN, 2019). 

A endoscopia esofágica e o exame histológico podem diagnosticar com precisão a 

doença. O diagnóstico precoce contribui para a diminuir o impacto na qualidade de vida desses 

pacientes. Para casos mais simples, o tratamento com antifúngico sistêmico muitas vezes é 

suficiente. Entretanto, nos casos graves, investigação imediata e tratamento agressivo com 

terapia antifúngica intravenosa potente são necessários. 

https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=Gait%C3%A1n-Cepeda%2C+Luis+Alberto
https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=S%C3%A1nchez-Vargas%2C+Octavio
https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=S%C3%A1nchez-Vargas%2C+Octavio
https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=Castillo%2C+Nydia
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Embora a prevalência da candidíase esofágica entre PVHIV que fazem uso da TARV 

em diversos países esteja diminuindo, continua a ser um problema frequente. Mais estudos 

sobre a microbiologia, patogenia e opções terapêuticas devem ser recomendados (OLUM et al., 

2020). 

 

2.2.3 Candidemia em PVHIV 

 

A candidemia é uma complicação nosocomial comum em pacientes internados em 

unidade de terapia intensiva (UTI), com neoplasias e doenças imunossupressoras tais como a 

AIDS. É uma levedurose grave, responsável por altas taxas de mortalidade. Essa infecção está 

associada a fonte de infecção gastrointestinal, tratamento antifúngico empírico inadequado ou 

tardio, sepse grave e gravidade de condições subjacentes (LEE et al., 2019; GOVENDER et 

al., 2021). 

Em estudos norte-americanos, espécies de Candida representam o terceiro principal 

patógenos causadores de infecções da corrente sanguínea associadas à assistência à saúde 

(McCARTY, 2016). Candida albicans é a levedura mais frequentemente isolada, sendo 

responsável pela maior parte dos episódios. Quando causada por espécies não albicans 

associadas a neutropenia, aumentam a gravidade da infecção (TUMBARELLO et al., 1999; 

GOVENDER et al., 2021). 

A maior parte dos casos de candidemia ocorre por via endógena, na qual ocorre a 

translocação do patógeno do trato gastrointestinal, onde há uma grande quantidade de 

colonização por Candida em até 70% da população. Eventos que causam desequilíbrio da 

microbiota ou lesão da mucosa intestinal favorece a translocação (BERTAGNOLIO et al., 

2004).   

Fatores como o uso de antimicrobianos, íleo paralitico, oclusão intestinal, quimioterapia 

citotóxica levando a mucosite e cirurgia de trato gastrointestinal são fatores que geram um 

aumento da colonização de leveduras, ocasionado maior risco a PVHIV (PFALLER et al., 

1998; MANDELL; DOUGLAS; BENNEDITT, 2005), 

No geral, as características clínicas da candidemia incluem: taquicardia, taquipneia, 

aumento ou temperatura subnormal, uma mudança no sensório, hipotensão ou prostração. A 

manifestação clínica mais comum é a febre persistente (LAUNAY et al.,1998). Pacientes com 

piores prognósticos são os que têm estado nutricional mais pobre ou perda de massa magra 

corporal, idade avançada e fizeram uso de tratamento antifúngico inadequado (GOVENDER et 

al., 2021; OLSEN et al., 2014) 
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A gravidade da infecção pelo HIV em pacientes com candidemia podem ser mediadas 

por fatores relacionados ao hospedeiro, tais como: neutropenia ou disfunção de neutrófilos, 

espécie causadora da candidemia bem como infecções mistas, diagnóstico tardio, terapia 

antifúngica inadequada e por período de tempo reduzido (PETROSILLO et al., 2002; 

PFALLER; DIEKEMA, 2007; RAMOS et al., 2016; GOVENDER et al., 2021).  

Os fatores de risco significativamente associados à candidemia são: uso de cateter 

venoso central, administração de nutrição parenteral total, terapia antifúngica prévia, terapia 

prévia com glicopeptídeos, presença de candidíase oral/esofágica, infecções bacterianas 

concomitantes, neutropenia (TUMBARELLO et al., 1999). 

O Estudo realizado por Govender et al. (2021) que analisou o efeito da infecção pelo 

HIV nas mortes entre pessoas com candidemia, analisou 1.040 pacientes de 29 hospitais 

sentinela na África do Sul portadores ou não do vírus HIV. A prevalência de candidemia em 

PVHIV foi de 426 (41%) pacientes. A taxa de mortalidade foi de 54% (228/426) para PVHIV 

e 37% (230/614) para pessoas soronegativas. Em 30 dias a taxa de mortalidade foram 1,89 

vezes maiores entre PVHIV do que entre pessoas soronegativas.  

A mortalidade foi maior entre PVHIV não tratadas em UTI do que as que estavam nas 

unidades de terapia. Os autores concluíram que PVHIV tiveram um risco substancialmente 

menor de tratamento durante a internação na UTI do que aquelas soronegativas e que PVHIV 

que desenvolve candidemia têm pior prognóstico (GOVENDER et al., 2021). 

O diagnóstico da candidemia é um grande desafio. Para realização do diagnóstico são 

necessárias amostras de sangue coletadas em diferentes intervalos de tempo. Amostras de 

sangue não apresentam grande sensibilidade, uma vez que só positiva em aproximadamente 

50% dos casos, por esse motivo torna-se o diagnóstico difícil (CLARCK; HAJJEH, 2002).  

Apesar das dificuldades, vários têm sido os avanços relacionados com a capacidade de 

cultivar fungos a partir de amostras de sangue. Sistemas automatizados, recorreram ao uso de 

meios líquido, que permitem que as amostras sejam inoculadas diretamente nos recipientes, 

minimizando desta forma, o risco de contaminação, aumentando a sensibilidade e a rapidez de 

detecção de leveduras responsáveis pela infecção (MUNHOZ et al., 2006). 

 

2.2.4 Criptococose  

 

É uma doença  fúngica de caráter oportunista, responsável por casos de meningite 

fúngica, incluindo meningoencefalite em PVHIV (CHUKWUANUKWU et al., 2020). A 

Criptococose, também conhecida por torulose, blastomicose européia, doença de busse-
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buschke é uma micose sistêmica causada por um complexo de fungos patogênicos identificados 

do gênero Cryptococcus (BRASIL, 2012). 

Mais de 30 espécies do gênero Cryptococcus são reconhecidas atualmente, porém os 

principais agentes etiológicos que causam a criptococose em humanos são Cryptococcus 

neoformans var. neoformans (Cryptococcus neoformans) e Cryptococcus neoformans var. 

gattii (Cryptococcus gattii) (BRASIL, 2012).  

O Cryptococcus neoformans é o principal agente dessa micose, sendo encontrado em 

ambientes urbanos, rurais ou silvestres, presente em excretas secas, ricas em fontes de 

nitrogênio, que permite o crescimento abundante desta levedura (CHUKWUANUKWU et al., 

2020). 

Em 1990 foi descrito o isolamento de Cryptococcus gattii associado a restos de 

eucaliptos na Austrália, primeiro habitat natural descrito para esta variedade. Em seguida, 

sucessivos trabalhos realizados no Brasil, demonstraram que ambas as variedades, gattii e 

neoformans, estão associadas a habitats naturais representados por madeira em decomposição 

em árvores tropicais (LACAZ et al., 2002).  

A transmissão da criptococose ocorre por inalação de propágulos fúngicos. Essas 

estruturas possuem grande revestimento de polissacarídeos, garantindo assim, uma maior 

imunorreatividade e sobrevivência em baixas condições nutricionais, tornando-os dessa forma, 

mais patogênicos (ELSEGEINY; MARR; WILLIIAMSON, 2018; CHUKWUANUKWU et 

al., 2020).   

A criptococose está associada a condições de imunodepressão celular, a infecção inicia-

se nos espaços alveolares do pulmão, pelo confronto das leveduras com os macrófagos, 

podendo disseminar-se para outros tecidos, especialmente o SNC. Os criptococos são capazes 

de utilizar macrófagos alveolares para evasão imune, embora na tentativa de conter a infecção 

a resposta imunológica recruta monócitos, células dendríticas, células T e os macrófagos ((MA; 

MAY, 2009; WALSH et al., 2017).  

Os mecanismos de defesa contra os fungos são diversos, abrangendo desde a imunidade 

inata até a adquirida, contudo algumas evidências demonstram que os principais mecanismos 

são por meio da ativação de células fagocíticas e linfócitos T e B através de citocinas que 

medeiam o sistema imunológico. Embora a imunidade humoral tenha sido pouco estudada nas 

últimas décadas, os estudos mostram que os anticorpos possuem funções relevantes durante a 

infecção criptocócica (MA; MAY, 2009). 

A criptococose inclui duas entidades clínicas distintas: (1) criptococose oportunística, 

cosmopolita, associada a condições de imunodepressão celular, causada por Cryptococcus 
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neoformans e (2) criptococose primária, endêmica em áreas tropicais e subtropicais, ocorre em 

hospedeiros aparentemente normais, causada por Cryptococcus gattii. Ambas estão 

relacionadas com meningoencefalite de evolução grave, algumas vezes com curso fatal, 

acompanhada ou não de lesão pulmonar evidente, fungemia e focos secundários para pele, 

ossos, rins, supra-renal, entre outros (BRASIL, 2012). 

Para a sua identificação do Cryptococcus, é necessário a coleta do material biológico 

suspeito para análise microscópica seguida de cultura. Ao exame direto, pode ser evidenciada 

a presença de cápsula de polissacarídeo. Para tanto, é necessário a montagem da lâmina com o 

contrastante, tinta de nanquim diluída na proporção de 1:1 em água destilada. Uma vez que a 

tinta de nanquim não penetra na cápsula e a mesma se apresenta com um halo claro em volta 

da levedura, evidenciada com um fundo preto do corante. (Figura 1). (SIDRIM; ROCHA, 

2003). 

Figura 1: Lâmina corada com tinta de nanquim, observada ao microscópico óptico com objetiva de 

40X, evidenciando leveduras encapsuladas em líquido cefalorraquidiano (LCR) de paciente com 

neurocriptococose. 

 
Fonte: a autora, 2022. 

 

Para identificação da espécie de Cryptococcus, o teste da hidrolise da ureia, é útil na 

discriminação do gênero, utilizando o meio Christensen (Difco). A ureia é hidrolisada pela 

urease produzida pela levedura, resultando em alcalinização do meio. A positividade é 

observada pela mudança de coloração, do amarelo para o róseo intenso. O meio Cavanina 

Glicina Azul de Bromotimol, meio (CGB) é útil para a quimiotipagem das cepas de 

Cryptococcus neoformans var. neoformans, e C. neoformans var. gattii (SIDRIM; ROCHA, 

2003). 



26 

A formulação CGB efetivamente elimina as falsas reações e permite uma mudança de 

cor positiva de amarelo-verde para azul de cobalto. A cor azul é o resultado de uma mudança 

de pH alcalino produzido quando a creatina é degradada em amônia. As cepas de C. neoformans 

var. gattii são positivas e as de Cryptococcus neoformans var. neoformans, não produzem 

alterações de cor (SIDRIM; ROCHA, 2003).  

O meio contém ágar para solidificação, glicina como fonte de carbono e fosfato de 

potássio, sulfato de magnésio e cloridrato de tiamina como vitaminas e nutrientes. O sulfato de 

L-canavanina permite o isolamento de C. gattii, pois essas leveduras apresentam resistência 

natural e são capazes de se multiplicar nesse meio. Adiciona-se azul de bromotimol para indicar 

a mudança de pH para 7,0 quando o meio aparece azul de cobalto. A espécie C. neoformans é 

sensível a L-canavanina (LARONE, 2003). 

O advento da pandemia de AIDS na década de 1980 causou um aumento dramático na 

incidência de criptococose. De acordo com dados globais, quase 1 milhão de pessoas 

desenvolvem infecções associadas ao HIV/AIDS a cada ano e a meningite criptocócica é uma 

doença grave e principal causa de mortalidade por fungos oportunistas em HIV/AIDS. 

Aproximadamente 223.100 infecções estão documentadas anualmente, 70% dos quais ocorrem 

na África Subsaariana (UNAIDS, 2020).  

A apresentação mais frequente na criptococose é a meningite subaguda, que varia de 70 

a 90% dos casos, geralmente em pacientes com contagem de linfócitos TCD4 abaixo de 100 

células /μL. Os medicamentos indicados para a profilaxia incluem o fluconazol ou em alguns 

casos a anfotericina B. Contudo, a profilaxia secundária pode ser interrompida se houver 

aumento sustentado da contagem de linfócitos TCD4 (acima de 200 células/ µL) por seis meses 

após o início de TARV (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). 

No estudo realizado por Chukwuanukwu et al. (2020) em 429 pessoas, destas 290 eram 

PVHIV e 139 eram soronegativos alocadas na unidade de aconselhamento e testagem de HIV 

em Nnamdi, Nigéria. Amostras de sangue foram coletadas para pesquisa de C. neoformans por 

ensaio de fluxo lateral de antígeno (CrAgLFA), HIV testes, linfócitos TCD4 e hemograma. 

O estudo evidenciou que das 290 PVHIV investigadas para criptococose, 4 (1,4%) delas 

testaram positivo, sendo 1 (25%) do sexo masculino e 3 (75%) do sexo feminino. Todos os 

portadores de criptococose apresentaram contagem de linfócitos TCD4 abaixo de 200 

células/µL, três deles estava fazendo uso de TARV e uma não estava. Nenhum do grupo 

controle (soronegativos) apresentou resultado positivo para criptococose. Os autores 

concluíram que o uso da TARV pode ter reduzido a infecção por Cryptococcus. neoformans e 

que pode haver a possibilidade de que as mulheres possam ser uma população mais vulnerável.  
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Em outro estudo retrospectivo realizado por Yoon et al. (2020) em pacientes com 

diagnóstico de criptococose entre 2005 e 2017 no centro médico no Bronx, epicentro da AIDS 

na cidade de Nova York, foi analisado dados demográficos, manifestações clínicas, achados 

laboratoriais, tratamento e mortalidade desses pacientes. Em suma, 63% dos casos no período 

de 12 anos ocorreram em PVHIV. E 61% dos pacientes infectados pelo HIV não utilizavam a 

TARV, 10% foram recém-diagnosticados com AIDS. Dos pacientes com criptococose não 

infectados pelo HIV (47/126) todos eram idosos e a maioria tinha uma condição 

imunocomprometida.  

Em 2022, Wembabazi et al. avaliaram 200 pacientes com meningite criptocócica em 

Uganda. 87 (43,5%) pacientes eram do sexo feminino e 113 (56,5%) do sexo masculino. A 

idade mediana foi de 35(19-64) anos. Um total de 200 isolados clínicos de Cryptococcus foram 

testados. Nenhum (0% (0/200) Cryptococcus gattii foi identificado. 97,51% (157/161) dos 

pacientes tinham contagens absolutas de linfócitos TCD4 inferiores a 200 células/ µL; 1,86% 

(3/161) 200-350 células/µL e 0,62% (1/161) acima de 500 células/ µL. Destes, 45,4% (74/163) 

não estavam em uso da TARV e 54,6% (89/163) estavam em uso.  

Apesar das melhorias significativas no acesso a TARV e na retenção nos cuidados de 

PVHIV, a principal condição predisponente para a criptococose ainda é a infecção pelo HIV, 

(YOON et al., 2020). Estimativas recentes sugerem que cerca de 223.000 novos casos de 

meningite criptocócica são diagnosticados a cada ano, causando 181.000 mortes. 

Em pacientes gravemente imunossuprimidos, o Cryptococcus neoformans pode infectar 

qualquer sistema de órgãos humanos, incluindo a medula óssea, que é uma apresentação rara 

de criptococose (ANDREW et al., 2017; VECHI et al., 2019). A taxa de mortalidade é alta em 

pacientes que recebem o diagnóstico tardio ou não recebem o tratamento (RAJASINGHAM et 

al., 2017). Estima-se que 15% dos pacientes com AIDS em todo o mundo morrem de 

criptococose (PHARKJAKSU et al., 2020). 

No Brasil, a variante Cryptococcus neoformans é mais prevalente no Sudeste e Sul do 

Brasil, contudo, a variante Cryptococcus gattii acomete crianças e jovens sem evidência de 

imunodepressão aparente, sendo de comportamento endêmico ou focal nas zonas tropicais e 

subtropicais, especialmente nas regiões Norte (Amazônia) e Nordeste do Brasil, incluído o 

semiárido, e, esporadicamente, nas demais regiões brasileiras (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2021). 

As micoses sistêmicas não integram a lista nacional de doenças de notificação 

compulsória no Brasil. Elas não são objeto de vigilância epidemiológica de rotina, com exceção 

dos estados brasileiros que instituíram essa notificação de iniciativa do seu âmbito de gestão. 
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Por isso, não existem dados epidemiológicos da ocorrência em nível nacional e pesquisas com 

criptococose são necessárias, uma vez que algumas variantes como o Cryptococcus gattii são 

mais difíceis de tratar, conduzindo a uma elevada taxa de mortalidade. 

 

2.3 DIAGNÓSTICO MICOLÓGICO 

 

Os métodos de diagnóstico micológico variam de acordo com a diversidade de amostras 

biológicas e a infraestrutura do laboratório que realizará o diagnóstico. A identificação 

convencional se baseia em características morfológicas e provas bioquímicas para chegar em 

nível de espécie (BARNNET et al., 2000). 

O diagnóstico deverá ser realizado através do exame direto do material biológico e a 

cultura. Após a coleta do material, deverão ser confeccionadas lâminas para observação de 

estruturas fúngicas ao microscópio óptico, podendo ser coradas com Giemsa, clarificadas com 

KOH a 20% ou contrastadas com tinta de nanquim (BARNNET et al., 2000). 

Concomitantemente, as amostras clínicas deverão ser semeadas na superfície do meio 

Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol, mantidas à 

temperatura de 30º C e 37º C por até 15 dias. Após o surgimento das colônias, estas serão 

purificadas e identificadas (SIDRIM; ROCHA, 2004; SOARES et al., 2011).  

A identificação deverá ser realizada com base na análise de parâmetros quanto às 

características macroscópicas (bordos, textura e coloração do verso e reverso das colônias, 

produção de pigmentos e tempo de crescimento), microscópicas (estruturas somáticas e 

reprodutivas) e provas fisiológicas, bioquímicas (assimilação de compostos de carbono e 

nitrogênio, fermentação de fontes de carbono e produção de ácido acético e produção de urease 

(BARNETT et al., 2000; DE HOOG et al., 2000; LACAZ et al., 2002). 

Contudo, o diagnóstico micológico vai além de provas de fermentação e assimilação, 

sendo necessário profissionais especializados para diferenciar colonização de infecção 

principalmente entre leveduras de Candida, bem como formas de diagnóstico mais eficientes, 

incluindo o uso de equipamentos automatizados e utilização de meios cromogênico, uma vez 

que a taxonomia clássica requer um tempo maior para liberação dos resultados, além de ser 

laborioso e pouco discriminatório  (SOARES et al., 2011; ANDRADE et al., 2012).  

 

2.3.1 Identificação por MALDI-TOF MS  
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 Leveduroses em PVHIV são fatores complicadores e responsáveis por manifestações 

graves nesses indivíduos. Os métodos de diagnóstico convencionais esbarram na dificuldade 

do tempo e muitas vezes tornam difíceis inferir com segurança a identidade taxonômica dos 

isolados. Várias tecnologias têm sido sugeridas para identificar rapidamente leveduras e o 

destaque vêm sendo a tecnica proteômica Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-

of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) baseada em ionização por dessorção a laser 

assistida por matriz (IDELEVICH et al., 2014; LIMA-NETO, R et al., 2014). 

O MALDI-TOF MS é uma técnica físico-química que tem sido utilizada para rápida e 

identificação microbiana confiável. O espectro gerado é analisado como um perfil proteômico 

individual com a massa molecular variando de 2000 a 20000 Da, no qual aparecem importantes 

proteínas ribossomais, que podem ser utilizados como biomarcadores (PASSARINI et al., 

2013). Tem sido usado para detectar e identificar leveduras, sendo capaz de discriminar 

espécies intimamente relacionadas, como C. albicans de C. dubliniensis e C. parapsilosis de C. 

metapsilosis e C. orthopsilosis, previamente separados apenas por métodos moleculares 

(MARINACH-PATRICE et al., 2010; SAMANTARAY; SINGH, 2022). 

Essa técnica pode ser considerada a principal ferramenta analítica no campo da 

proteômica devido a sua elevada sensibilidade, exatidão e precisão. Esse método é útil na 

identificação de proteínas de espécies com genomas pequenos e completamente sequenciados 

(JANNETTO; FITZGERALD, 2016; SAMANTARAY; SINGH, 2022; HOU; CHIANG-NI; 

TENG, 2019). Entretanto, o índice de insucesso na identificação aumenta à medida que cresce 

o número de registros confrontados no banco de dados utilizado na busca (MARINACH-

PATRICE et al., 2010). Para proteínas isoladas de espécies cujo genoma não está sequenciado, 

é necessário usar bancos de dados ampliados (BARREIRO, 2010; HOU; CHIANG-NI; TENG, 

2019). 

O MALDI TOF MS começou a ser utilizado para análise de proteínas em 2002 por 

Koichi Tanaka, um dos vencedores do prêmio Nobel de química, pelo “desenvolvimento de 

métodos de análises espectrométricas de dessorção e ionização suave de moléculas biológicas” 

(FERREIRA, 2013). A Figura 2 mostra os componentes do espectrômetro de massa tipo 

MALDI-TOF e as etapas empregadas na técnica. Inicialmente, a amostra é embebida em uma 

matriz ácida, capaz de absorver a energia de um laser pulsado, e transferir tal energia através 

de prótons para o processo de ionização dos componentes da amostra.  

Ocorre uma co-cristalização da amostra com essa matriz e um feixe de laser serve como 

fonte de dessorção (fenômeno de retirada de substâncias adsorvidas ou absorvidas por outras) 

e de ionização). O feixe de laser é irradiado sobre a mistura amostra/matriz e a energia é 
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absorvida pela matriz. Há uma transferência de prótons da matriz para a amostra ionizando as 

moléculas e ao mesmo tempo é desencadeado o processo de dessorção, possibilitando a 

passagem da amostra para o estado gasoso. Essa transferência de energia é eficiente na obtenção 

de moléculas intactas, uma vez que elas não sofrem incidência direta da excessiva energia do 

laser e os íons formados vão possuir baixa energia interna, o que poderia causar sua 

decomposição (BARREIRO, 2010; MARINACH-PATRICE et al., 2010). 

Os íons formados são acelerados por meio de um campo elétrico dentro de um tubo de 

vácuo e individualmente analisados, por um analisador, geralmente do tipo TOF (tempo-de 

voo), e posteriormente, detectados (BARREIRO, 2010; GOULART, RESENDE, 2013). 

 Desse modo, os analitos separados pelo TOF formam espectros de massa de acordo 

com sua razão m/z (massa/carga) e com picos que indicam quantidades variáveis de cada 

substância analisada. Para a identificação dos analitos, cada pico é comparado com um banco 

de dados, arquivo contendo as impressões digitais das moléculas (GOULART, RESENDE, 

2013).  

Figura 2: Esquema de um espectrômetro de massas MALDI-TOF 

 

Fonte: Adaptado de ASSIS; JULIANO; JULIANO, 2011. 

 

Para a sua posterior identificação de microrganismos, são usados bancos de dados. Os 

sistemas MALDI-TOF MS utilizados atualmente são o sistema MALDI Biotyper (Bruker 

Daltonics, Bremen, Alemanha), o Andromas (Andromas, Paris, França) o Saramis 

(AnagnosTec, Potsdam, Alemanha) que foi vendido em 2010 para a bioMérieux para ser 

incorporado no sistema VITEK MS (bioMérieux, Marcy l’Etoile, França), e o mais recente 
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ASTA MicroIDSys (Suwon, Coréia do Sul) (GOULART, RESENDE, 2013; LING et al.; 2014; 

HOU; CHIANG-NI; TENG, 2019). 

Existe um fator crucial que mais afeta a natureza do espectro que é a qualidade da 

matrix. Todos eles requerem propriedades físicas e químicas como: uma absorbância eficiente 

no comprimento de onda do laser, uma ionização eficiente e uma estabilidade importante para 

não interferir com o espectro de massa da amostra. A matriz química penetra na parede celular, 

tornando as proteínas intracelulares acessíveis para análise, e facilita a produção de íons intactos 

em fase gasosa a partir de compostos como proteínas, oligonucleotídeos, polímeros sintéticos 

e compostos orgânicos pesados (FERREIRA, 2013). 

 As matrizes mais utilizadas são o ácido 2,5-dihidroxibenzóico (ácido gentisico), ácido 

3,5- dimetoxi - 4 - hidroxicinâmico (ácido sinapínico), e α-ciano-4-hidroxicinâmico (α - CHCA) 

e sua escolha é decorrente da natureza da amostra estudada. Ácido gentísico (DHB) permite o 

estudo de oligossacarídeos, glicopeptídeos e glicoproteínas. Geralmente, a DHB é mais 

eficiente para pequenos componentes de massa molecular e ácido sinapinico e CHCA para o 

estudo de proteínas (CARBONELLE et al., 2011; HOU; CHIANG-NI; TENG, 2019).   

Essa ferramenta tem sido utilizada com sucesso na investigação e identificação de 

proteínas e peptídeos, na identificação taxonômica de microrganismos, dentre inúmeras outras 

aplicações (ASSIS et al., 2011; HOU; CHIANG-NI; TENG, 2019). É considerada uma técnica 

de ionização branda, porque os íons formados possuem baixa energia interna e não ocorre a 

fragmentação. Na identificação de microrganismos, uma grande quantidade de moléculas é 

detectada simultaneamente como proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos nucleicos, gerando 

um espectro que é característico de cada espécie, sendo muito útil do diagnóstico de doenças 

fúngicas sobretudos as leveduras (GOULART, RESENDE, 2013). 

A técnica do MALDI-TOF MS possui várias vantagens como a utilização de células 

intactas de microrganismos (também designada ICM-MS, intact cell MALDI-TOF) que podem 

ser obtidas diretamente do meio de cultivo. A análise produz um espectro de proteínas típicas 

de cada espécie, o que funciona como uma impressão digital (“fingerprinting”), que pode ser 

comparado aos espectros previamente identificados e depositados em banco de dados. 

Apresenta um curto tempo de análise (minutos), alto rendimento (o consumo de material 

biológico é insignificante, os dados gerados são de simples interpretação e apresenta uma alta 

resolução, fornecendo uma análise mais rápida, precisa e altamente sensível às misturas 

complexas de peptídeos (ASSIS et al., 2011; HOU; CHIANG-NI; TENG, 2019).  

Em um estudo realizado por Arastehfar et al. (2019) no qual foi comparado a precisão 

e praticidade de PCR 21-Plex e API 20C AUX, MALDI-TOF MS e sequenciamento de rDNA 
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para uma ampla variedade de espécies de leveduras, totalizando 301 cepas recuperadas de 

vários locais anatômicos [sangue (n = 145), outros locais (n = 156)] O MALDI TF MS 

identificou corretamente 98,33% de leveduras isoladas, 100% das cinco principais espécies de 

Candida, 95,7% de espécies raras de leveduras, enquanto 1,3% dos isolados foram identificados 

erroneamente.  

A API 20C AUX identificou corretamente 83,7% de isolados de levedura, 97,2% das 

cinco principais espécies de Candida, 61,8% de espécies raras de levedura, enquanto 16,2% das 

leveduras isoladas foram identificadas erroneamente. A PCR de 21 plex identificou com 

precisão 87,3% de isolados de levedura, 100% das cinco espécies de Candida, 72% de espécies 

raras de leveduras, mas identificou 1,3% de espécies raras de levedura enquanto 9,9% de 

leveduras não foram identificadas. 

O MALDI-TOF MS mostrou boa acurácia para identificação de uma gama diversa de 

espécies de leveduras oportunistas. Todas as principais espécies de Candida (C. albicans, C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis) e 95,7% das espécies raras de leveduras foram 

identificadas corroborando com outros estudos, no qual as espécies de C. albicans, C. glabrata 

e C. parapsilosis foram corretamente identificados (SANTOS et al., 2011). Além disso, 

espectros aprovados pela FDA de espécies de levedura multirresistentes amplamente 

difundidas, como a Candida auris, foram adicionados ao banco de dados clínicos de MALDI-

TOF MS, levando a uma identificação rápida e confiável desse organismo (BAO et al., 2018). 

Contudo, no estudo de Aarstehfar  et al. (2019) tiveram casos de identificação incorreta 

de espécies de Cryptococcus e Trichosporon que foram relatados anteriormente por outros 

pesquisadores (KOLECKA et al., 2013; SENDID et al., 2013; LING et al., 2014).  

Estudo recente realizado por Samantaray e Singh (2022) com 126 isolados do complexo 

C. parapsilosis para avaliação ao nível de espécie pelo VITEK® MS, que utiliza o princípio de 

MALDI-TOF MS e por PCR .  C. parapsilosis fenotipicamente identificada é na verdade um 

complexo de 3 espécies membros denominadas C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis 

e C. metapsilosis. Doze isolados não foram identificados nem pelo VITEK®MS nem por PCR 

e, portanto, foram excluídos da análise. Dos 114 isolados de C. parapsilosis, 89 (78,1%) C. 

parapsilosis sensu stricto, 18 (15,8%) C. orthopsilosis e 7 (6,1%) C. metapsilosis pelo VITEK® 

MS. A PCR identificou 84 (79,2%) C. parapsilosis sensu stricto, 15 (14,2%) C. orthopsilosis e 

7 (6,6%) C. metapsilosis. No entanto, a PCR não detectou 8 isolados de C. parapsilosis sensu 

stricto detectados por VITEK® MS.  

VITEK®MS apresentou 95,3% de concordância na identificação das espécies, uma 

concordância quase perfeita. Os autores concluiram que o MALDI-TOF MS pode ser utilizado 
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como método rápido, confiável e de baixo custo para identificar as espécies de complexo C. 

parapsilosis (SAMANTARAY; SINGH, 2022). 

Um estudo realizado por Teke, Baris e Bayraktar (2021) no qual fizeram um 

comparativo entre os dois sistemas MALDI-TOF MS (Bruker MALDI Biotyper e VITEK® MS) 

para a identificação rápida de espécies de C. albicans, Candida não albicans e espécies raras 

de leveduras foi realizado com 157 isolados representando 23 espécies de leveduras foram 

testadas, todos os isolados foram identificados usando os sistemas. A sensibilidade de 

identificação de levedura do MALDI Biotyper foi de 98,7%, enquanto a do VITEK®MS foi de 

96,8%. Ambos os sistemas MALDI-TOF MS identificaram corretamente todas as cepas 

pertencentes a quatro espécies prevalentes,  C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. 

krusei.  

Para as 19 espécies raras de leveduras clínicas, as taxas de identificação foram de 96,7% 

para MALDI Biotyper e 91,7% para VITEK®MS. Os autores concluiriam que ambos os 

sistemas mostraram alto desempenho, identificando mais de 90% dos isolados de levedura em 

um curto espaço de tempo. As desvantagens desses sistemas são que algumas espécies não estão 

presentes nos bancos de dados e não podem distinguir espécies intimamente relacionadas 

(TEKE; BARIS; BAYRAKTAR, 2021).  

Existe uma maior quantidade de testes realizados por MALDI-TOF na identificação de 

bactérias, no entanto esta estratégia ainda não foi avaliada especificamente para varias espécies 

de leveduras. De fato, alguns parâmetros técnicos podem precisar ser modificados em virtude 

de espécies de Candida crescerem mais lentamente e serem incubadas  a uma temperatura mais 

baixa do que as bactérias (30°C em vez de 35°C) e ainda existem espectros de referência de 

leveduras que  não estão incluídos na base de dados MALDI TOF MS (CHOWDHARY et al., 

2016). 

Em vista disso, há a necessidade de mais estudos a respeito do método e melhora da 

biblioteca, que por sua vez, pode aumentar ainda mais a precisão afim de identificação de 

espécies raras de leveduras clínicas, sobretudo, as que exibem um perfil de susceptibilidade 

com traços resistentes a múltiplas drogas (MDR) ( AARSTEHFAR  et al., 2019; TEKE; 

BARIS; BAYRAKTAR, 2021). 

2.3.2 Identificação através da automação VITEK®2 

 

Na pratica laboratorial, a automação fornece resultados assertivos e mais eficiente, uma 

vez que os testes bioquímicos necessários para a identificação das espécies são realizados em 

menor tempo. O sistema VITEK®2 (bioMérieux, Inc., Hazelwood, MO, USA) com o cartão 
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Yeast (YST) identifica leveduras clinicamente importantes e organismos relacionados através 

de 47 testes bioquímicos fluorescentes, que incluem assimilação de carboidratos e ácidos 

orgânicos e detecção de oxidases e arilamidases (OCHIUZZI et al., 2014). 

O Cartão VITEK®2 YST oferece a identificação rápida e precisa de uma ampla gama 

de leveduras patogênicas além do gênero Candida, tais como Cryptococcus neoformans, 

Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus neoformans, Kloeckera spp, 

Kodamaea ohmeri Malassezia furfur, Malassezia pachydermatis, Saccharomyces cerevisiae, 

Rhodotorula spp., Pichia farinosa, Trichosporon asahii e Geotrichum capitatum, dentre outros 

(AUBERTINE et al., 2006). 

Uma combinação perfeita entre o padrão de reação do teste e o padrão de reação de um 

único microrganismo, fornecem uma porcentagem. Quando uma combinação perfeita não é 

obtida, ainda é possível que o padrão de reação seja suficientemente próximo daquele de um 

padrão de reação esperado, de modo que uma decisão clara possa ser fornecida sobre a 

identificação do organismo. O alcance de probabilidades percentuais no caso de uma escolha é 

de 85 a 99. Valores mais próximos de 99 indicam uma correspondência mais próxima ao padrão 

típico para o organismo dado (BIOMERIEUX, 2016). 

Quando o padrão de reação não é suficiente para discriminar entre dois ou três 

organismos, as probabilidades percentuais refletem essa ambiguidade. Os valores de 

probabilidade relatados indicam, relativamente, a ordem em que o padrão de reação melhor 

corresponde ao as possibilidades listadas (BIOMERIEUX, 2016). 

Diversos estudos foram realizados comparado a identificação do VITEK®2 por várias 

outras metodologias e os resultados são satisfatórios.  Pesquisas têm mostrado que este sistema 

pode identificar corretamente mais de 93% dos as cepas analisadas em aproximadamente 18 

horas (SANGUINETTI et al., 2007; OCHIUZZI et al., 2014). 

Tradicionalmente, ensaios fenotípicos como microscopia direta, caracterização 

bioquímica e cultura estão entre as técnicas mais amplamente utilizadas para identificar 

espécies de leveduras  sendo, API 20C AUX, VITEK®2, e AuxaColor estão entre os meios 

bioquímicos mais amplamente exploradas de identificação. (AARSTEHFAR et al., 2019). 

Um estudo realizado por Ochiuzzi et al. (2014) avaliou o desempenho dos cartões YST 

do sistema VITEK®2 para a identificação de leveduras do gênero Candida. Os autores 

obtiveram 168 isolados que foram analisados e os resultados foram comparados com os obtidos 

pelo equipamento API 20C AUX, ou API ID 32C. Cada cepa foi subcultivada em ágar de 

levedura cromogênico e observada quanto a micromorfologia. C. albicans e C. dubliniensis 

foram identificados por testes bioquímicos e moleculares adicionais. A concordância observada 
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foi de 98,3%. Apenas três cepas não foram identificadas corretamente pelo sistema VITEK®2 

uma cepa de C. tropicalis e um de C. krusei foram identificados erroneamente como C. 

parapsilosis e outra cepa de C. krusei foi identificada de forma incompleta pelo software. O 

tempo médio de identificação com os cartões YST foi de 18,25 h.  

Um estudo realizado por Kord et al. (2020) em que se comparou o desempenho de 

VITEK®2 e 21-plex PCR para identificação de espécies de levedura isoladas da corrente 

sanguínea em Teerã (Irã), no período de 2015 a 2017. Foram identificados 137 isolados de 

levedura de 107 pacientes. O método 21-plex PCR identificou corretamente 97,1 % dos 

isolados, percentual superior ao que o VITEK®2 mostrou (87,6 %). C. albicans foi a principal 

causa de fungemia, seguida de C. glabrata e C. parapsilosis. A superioridade do PCR sobre o 

VITEK®2 automatizado indica seu potencial como uma ferramenta de identificação alternativa 

para uso em países em desenvolvimento.  

Diversos estudos afirmam que o sistema VITEK®2 surge como um método confiável, 

simples e eficaz para a identificação das principais espécies do gênero Candida, sendo superado 

apenas por métodos proteônicos e moleculares.  

 

2.3.3 Identificação através do CHROMOGAR® Candida 

 

O CHROMagar® Candida (CAC) é um meio cromogênico seletivo utilizado para 

diferenciação e isolamento de leveduras. É destinado na detecção direta qualitativa e 

identificação presuntiva de espécies de Candida.  Esse meio por conter vários substratos 

enzimáticos que hidrolisados pelas hexoaminidases, permitem a identificação da levedura de 

acordo com a pigmentação exibida em um tempo de 24 a 48 horas.  

Com a inclusão de substratos cromogênico no meio de cultura, as colónias de C. 

albicans, C. tropicalis e C. krusei produzem cores diferentes, permitindo assim a detecção 

direta destas espécies na placa de isolamento. As colónias de C. albicans aparecem com uma 

cor verde-claro a verde médio, as de C. tropicalis aparecem azuis esverdeadas a azul metalizado 

e as de C. krusei aparecem cor-de-rosa claro a roxo com um rebordo esbranquiçado conforme 

demonstra a Figura 3. Contudo, a ausência de crescimento ou a ausência de colônias no CAC 

não exclui a presença de Candida (MURRAY, 2003). 
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Figura 3: Placa de CHROMOagar Candida, evidenciando diferenças tintoriais entre as espécies de C. 

albicans (a esquerda em coloração verde) e C. kruzei, (a direita em coloração rosa). 

 

Fonte: a autora, 2022. 

 

 Outras espécies de leveduras poderão desenvolver a sua cor natural (creme) ou aparecer 

cor-de-rosa ou cor de malva claro a escuro, como por exemplo C. glabrata. Além da 

diferenciação rápida das principais espécies isoladas clinicamente, uma outra vantagem do 

CAC é a fácil identificação de culturas mistas de leveduras devido à apresentação de colónias 

com cores diferentes (BAUTERS; NELIS, 2002; MURRAY, 2003). 

Os constituintes básicos desse meio são o cromopeptona, dextrose, substâncias 

cromogêneas, cloranfenicol e o ágar.  A peptona e dextrose fornecem os nutrientes para o 

crescimento das leveduras, as substâncias cromogêneas são substratos artificiais que libertam 

compostos de várias cores na sequência da degradação de enzimas específicas, e o cloranfenicol 

inibe a maioria dos contaminantes bacterianos (BAUTERS; NELIS, 2002). 

 Araújo et al. (2005) utilizou o CAC para a identificação de 53 leveduras previamente 

identificadas por métodos manuais convencionais, as leveduras foram:  Candida albicans (34), 

C. tropicalis (7), C. krusei (5) C. glabrata (4) e C. parapsilosis (3). Das 34 amostras de C. 

albicans, 30 (88,2%) delas no CAC apresentaram coloração característica (verde-escura) no 

meio cromogênico. As demais características relativas à coloração e à morfologia, mostradas 

em CAC apresentaram-se compatíveis com C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis em todas 

as amostras estudadas, enquanto 5 dos 7 isolados (71,4%) de C. tropicalis apresentaram a 
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coloração azul característica desta espécie. Com os resultados obtidos, os autores concluíram 

que o meio CAC foi útil na identificação presuntiva das espécies do gênero Candida. 

 Posto isso, a utilização deste meio na rotina micológica facilita a detecção e a 

identificação dessas leveduras, que possuem importância clínica na pratica, associada a 

resultados presuntivos em menor tempo que os obtidos quando comparados com os métodos 

clássicos (DAZALAN et al., 2011). 

 

2.4 SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA  

 

A resistência às drogas comumente utilizadas no tratamento de leveduroses em 

pacientes graves ou que tenha doenças de base que deprimam a resposta imunológica, como é 

o caso de PVHIV, têm sido um problema crescente. As leveduroses sobretudo por espécies de 

Candida não Candida albicans precisam ser identificadas e realizadas testes de sensibilidade a 

antifúngicos na tentativa de institui o tratamento adequado com brevidade (EVANS, 1999; LIU 

et al., 2017).  

Existem atualmente, vários métodos para avaliar a sensibilidade dos fungos frente a 

diferentes quimioterápicos, que permitam predizer a evolução clínica dos pacientes com 

infecção fúngica. Para algumas drogas, no entanto, dificuldades de detecção de resistência e 

baixa correlação clínica são as maiores limitações dos métodos disponíveis (LIU et al., 2017; 

KORDALEWSKA et al., 2018; OHN et al., 2019).  

Os antifúngicos possuem características especiais quanto ao mecanismo de ação e via 

de administração, eles podem ser classificados com base no sítio-alvo e estrutura química. Os 

derivados azólicos fazem parte da classe de antifúngicos mais populares e largamente 

utilizados, têm como mecanismo de ação a inibição da biossíntese do ergosterol, que é 

importante para a integridade e a manutenção da função da membrana celular dos fungos 

(LACAZ; DEL NEGRO, 1994).  

O fluconazol é o antifúngico mais conhecido, lançado em 1988 e a patente em 1981, 

com administração oral e endovenosa e importante contra vários tipos de infecções fúngicas, 

desde micoses superficiais a sistêmicas. Outro antifúngico mais novo e com potente ação e 

largo espectro é o voriconazol, apresenta-se sobre as formas oral e endovenosa, requer uma 

dose de carga inicial para obter concentrações plasmáticas estáveis em menor tempo possível.  

Como antifúngicos azólicos, atuam inibindo a enzima 14 alfa-desmetilase, dependente do 

citocromo P-450, essencial para a biossíntese de ergosterol (SIDRIM; ROCHA, 2004). 
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 O voriconazol é ativo in vivo frente a uma série de infecções fúngicas, incluindo 

infecções por espécies do gênero Aspergillus, Candida e Cryptococcus neoformans, menos 

sensíveis a outros azólicos (FICA, 2004).  

As equinocandinas representada pela micafungina, anidulafunina e caspofungina são 

drogas antifúngicas com efeito fungicida que agem inibindo a 1,3-β-D-glucan, precursor 

responsável pela formação de 1,3-β-glucan-D, um componente essencial da parede da célula 

fúngica. Há poucas evidencias que sugerem que uma seja melhor que a outra, embora  a 

anidulafungina parece ter menos interações medicamentosas que as demais. Foi  aprovada em 

2006, sendo ativa contra a maioria das espécies de Candida incluindo espécies com maior 

concentração inibitória mínima (CIMs)  ao fluconazol (PFALLER; DEIKMAN, 2007). 

Atualmente, a anidulafungina é a droga de escolha para os pacientes graves que 

desenvolveram candidemia invasiva e que fizeram uso do fluconazol. As equinocandinas 

apresentam a mesma eficácia clínica da anfotericina B, com a vantagem de não apresentar 

tantos efeitos colaterais (MONTERO et al., 2012). 

O grupo dos poliênicos representados pela nistatina, isolada em 1949 por Hazen e 

Brown (1950) a partir de Streptomyces noursei, e a anfotericina B, descoberta por Gold (1956) 

e isolada de Streptomyces nodosus agem ligando-se aos esteróis, em particular, o ergosterol 

(principal esterol presente da membrana celular dos fungos) produzindo poros ou canais, que 

aumentam a permeabilidade da membrana, gerando uma grande perda de eletrólitos, 

especialmente potássio, determinando assim a lise e morte celular (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

Apesar dos agentes antifúngicos, como os triazóis altamente ativos e as equinocandinas, 

a candidíase invasiva, sobretudo em PVHIV está associada à altas taxas de morbidade e 

mortalidade. O fluconazol e outros azóis têm se mostrado eficazes para o manejo de infecções 

por espécies de Candida, no entanto, muitos isolados de C. glabrata exibem baixa sensibilidade 

aos antifúngicos azólicos (PFALLER et al., 2014).  

Além disso, em alguns estudos, C. tropicalis tem sido associado com altas taxas de 

mortalidade, particularmente em pacientes neutropênicos do que outras espécies de Candida, 

incluindo C. albicans (KORDALEWSKA et al., 2018). 

No Brasil, segundo as recomendações do Consenso Brasileiro de Medicina, anfotericina 

B, fluconazol e caspofungina constituem opções para o tratamento de micoses mais graves. 

Além dessas drogas, o voriconazol e a anidulafungina aparecem como opção de tratamento para 

espécies resistentes ao fluconazol e quando a condição clínica do paciente não permite a 

utilização de drogas com elevada toxicidade (PFALLER; DEIKMAN, 2007). 
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Em pacientes graves tornam-se necessários, testes capazes nortear o clínico para a 

melhor conduta terapêutica. Com isso, deve ser realizados teste de sensibilidade antifúngica, no 

qual baseia-se na medição do crescimento fúngico na presença de diferentes concentrações de 

determinado fármaco, de modo a determinar a CIM. O valor deste, ajuda a prever a 

probabilidade de eficácia terapêutica dos agentes testados.  

Os métodos de referência para sensibilidade em espécies de Candida  são ensaios de 

diluição de caldo elaborados pelo Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade aos 

Antibióticos, do inglês  European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST) e pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). 

Para interpretação e leitura,  metodologia do CLSI M27-A3 requer a leitura dos pontos 

finais da CIM para os azóis visualmente, afim de identificar a concentração mais baixa com 

uma redução proeminente no crescimento em comparação com o poço controle (sem drogas). 

De acordo com o EUCAST, pontos finais de leitura espectrofotométrica em microplacas com 

um leitor de placa de microdiluição podem diminuir a leitura subjetiva conforme recomendado 

para a determinação da CIMs (EUCAST, 2008).  

 Ambos os métodos de referência são robustos e reprodutíveis. No entanto, cada um 

requer tempo adicional após a subcultura inicial dos organismos, a depender da classe de 

antifúngicos e do fungo a ser avaliado. Além disso, variações podem ser observadas em pontos 

finais entre laboratórios porque a leitura dos pontos finais pode ser algo subjetiva (CLSI, 2012).  

Um estudo realizado no Brasil por Terças et al. (2017) no qual avaliaram o perfil de 

sensibilidade de espécies de Candida isoladas da mucosa oral de 52 PVHIV alocadas no 

Hospital Presidente Vargas, em São Luís. Obtiveram leveduras que foram identificados pelo 

CHROMagar® Candida e o sistema automatizado VITEK®2, após a identificação, realizaram 

teste de sensibilidade antifúngica com o sistema VITEK®2, complementado com o Etest®, para 

as drogas anfotericina B, fluconazol, flucitosina e voriconazol. Os dados obtidos na pesquisa 

contataram que 83% das PVHIV desenvolveram candidíase orofaríngea e a espécie mais 

prevalente foi C. albicans (56%) e o teste de sensibilidade antifúngica mostrou que 64,7% das 

espécies de Candida foram sensíveis, 11,8% foram sensíveis à dose dependente e 23,5% 

resistentes ao fluconazol. Todos os isolados de C. krusei e C.  famata e dois de C. glabrata 

foram resistentes ao fluconazol.  

Os resultados mostraram que todas as cepas de C. albicans (n = 29), C. tropicalis (n = 

6), C. parapsilosis (n = 2), e C. guilliermondii (n = 2) foram sensíveis a todos os antifúngicos 

testados. Todos os seis isolados de C. krusei foram resistentes ao fluconazol, quatro deles 

apresentaram suscetibilidade intermediária ao flucitocina, e todos foram sensíveis a anfotericina 
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B e voriconazol. Dois isolados de C. glabrata foram resistentes a fluconazol, um foi resistente 

a anfotericina B.  

Os resultados de Terças et al. (2017) mostraram alta variabilidade na resistência entre 

as espécies isoladas e indica a necessidade de identificar a espécies de Candida bem como testar 

a sensibilidade aos antifúngicos como guia na terapia medicamentosa em PVHIV. Entretanto, 

a vigilância em outras leveduras também precisa ser realizada, sobretudo espécies do gênero 

Cryptococcus, no qual contribui para alta letalidade em PVHIV mesmo com o uso de 

antifúngicos (NASCIMENTO et al., 2017). 

Nos casos refratários e/ou redicivantes de criptococose, os sintomas neurológicos 

ocorrem frequentemente.  As espécies de Cryptococcus mostram sensíveis à anfotericina B. O 

tratamento recomendado internacionalmente para meningite criptocócica é uma combinação 

com flucitosina e anfotericina B e em seguida, terapia de manutenção com fluconazol. A 

resistência à anfotericina B e flucitosina entre as cepas de Cryptococcus são menos de 1% das 

cepas, entretanto cepas não sensíveis aos azólicos têm surgido em todo o mundo 

(NASCIMENTO et al., 2017). 

No estudo realizado por Nascimento et al. (2017) com isolados clínicos de espécies de 

Cryptococcus de três grupos diferentes de pacientes frente aos antifúngicos. Dezenove 

pacientes HIV-positivos com meningite refratária (Grupo 1), 30 pacientes HIV-positivos que 

apresentaram um único episódio limitado de criptococose (Grupo 2) e 19 pacientes HIV-

negativos com criptococose (Grupo 3).  

No estudo foram isoladas 80 espécies de C. neoformans var. grubii e 7 isolados de C. 

gattii. A CIM de anfotericina B, drogas azólicas e flucitosina foi determinada para 

Cryptococcus spp. por teste de microdiluição em caldo e E-test. A CIM50 e CIM90 foram 0,25 

e 0,50 µg/mL para anfotericina B, 4,0 e 8,0 µg/mL para fluconazol, 0,06 e 0,25 µg/mL para 

itraconazol, 0,25 e 0,50 µg/mL para voriconazol e 8,0 e 16,0 µg/mL para flucitosina, 

respectivamente. A anfotericina B e o itraconazol apresentaram maior CIMs para C. 

neoformans var. grubii e C. gattii. As CIMs de fluconazol e itraconazol obtidos com o E-test 

foram superiores aos obtidos com microdiluição em caldo. Isolados de não-HIV coinfectados 

foram menos sensíveis aos azóis. Não houve diferença na sensibilidade de C. neoformans var. 

grubii isolados de pacientes com evolução desfavorável ou ao longo dos episódios de meningite 

recidivante e/ou refratária ((NASCIMENTO et al., 2017). 

O crescente número de espécies de Cryptococcus resistente aos azólicos pode ser um 

dos fatores críticos que determinam um desfecho ruim em PVHIV com criptococose. A 

avaliação da sensibilidade a antifúngico frente a isolados de Cryptococcus é recomendada para 
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planejar o tratamento do paciente e também para monitorar a tendência de resistência aos 

medicamentos utilizados na prática clínica. 

 

2.5 CAPACIDADE DE FORMAÇÃO DO BIOFILME  

 

As leveduras do gênero Candida exibem uma série de fatores de virulência que dificulta 

uma resposta imunológica e o sucesso da terapia antifúngica. Os fatores de virulência mais 

comum incluem: adesão a substratos inertes e biológicos, formação de biofilme, crescimento 

em altas temperaturas, formação de tubo germinativo com consequente desenvolvimento da 

forma filamentosa, produção de toxinas e enzimas extracelulares hidrolíticas e atividade 

hemolítica (ÁLVARES et al., 2007; COSTA et al. 2010). 

A adesão de leveduras à superfície de células hospedeiras é mediada por 

macromoléculas denominadas adesinas (estruturas da superfície do microrganismo que 

interagem com receptores específicos nas células eucarióticas). Um patógeno pode expressar 

uma ou mais adesinas, e essa expressão é regulada por fatores ambientais ou do hospedeiro. O 

contato entre a levedura e a superfície tecidual do hospedeiro, constitui a fase primária na 

patogênese de doenças infecciosas (MACHADO et al., 2010). 

A habilidade para se ligar aos constituintes do hospedeiro confere ao patógeno fúngico 

um mecanismo de camuflagem que o protege do reconhecimento do sistema imune hospedeiro. 

Contudo, a capacidade de aderência configura uma vantagem adaptativa para o fungo. A 

capacidade de formar biofilme é uma importante fator de virulencia que afeta diretamente a 

progressão, gestão e resultado de doenças infecciosas (SENET, 1998; MEDRANO et al., 2006). 

O biofilme pode ser definido como um tipo de aderência na qual os microrganismos 

formam agregados unicelulares, gerando estruturas multicelulares que aderem a superfícies. 

Existe uma variedade de condições, incluindo alta densidade celular, privação de nutrientes e 

estresse físico ambiental que desencadeia a formação (O’TOOLE et al., 2000).  

Biofilmes formados por estruturas fúngicas consistem em uma densa rede de leveduras, 

hifas e pseudohifas embebidos numa matriz de polímeros extracelulares – polissacarídeos, 

carboidratos, proteínas, que podem passar por mudanças para que ocorra a transição da forma 

de desenvolvimento de células livres para a forma de biofilme (Figura 4) (CHANDRA et al., 

2001).  
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Figura 4: São evidenciadas estruturas microscópicas (matrix polimérica, filamentos micelianos, 

blastoconídios e clamidoconídios) do biofilme de C. albicans formado em placa de poliestireno. 

 

Fonte: a autora, 2022. 

 

A capacidade das leveduras de aderir a uma ampla variedade de superfícies inanimadas 

e formar biofilme em soluções glicosiladas parece protegê-las das respostas imunes do 

hospedeiro, bem como da ação de agentes antimicrobianos; garante as leveduras maior 

patogenicidade (COSTA et al. 2010). Associado a formação de  biofilme, as células fúngicas 

exibem muitas características fenotípicas, sendo a tolerância antifúngica a característica mais 

marcante (CORDEIRO et al., 2017). 

Biofilmes patogênicos formados por espécies de Candida, sobretudo a C. albicans, C. 

C. tropicalis, C.  parapsilosis e C. glabrata constituem um sério risco a vida do paciente. Nesse 

âmbito, foi observado que a composição dos dispositivos favorece a capacidade de se aderir e 

formar biofilmes pela mediação das adesinas do fungo (CUÉLLAR-CRUZ et al., 2012). 

Pesquisas indicam que 65-80% das infecções microbianas são resultantes de biofilmes 

patogênicos, no entanto, o biofilme formado por espécies de Candida ainda não é totalmente 

compreendido (YU et al., 2017).  

Para a formação do biofilme, as células passam por uma fase complexa de preparo. 

Sendo assim, a célula-mãe do biofilme se adere a superfície livre e utiliza diversos mecanismos 

auxiliares para que ocorra a adesão de forma eficiente, como adesinas e interações eletrostáticas 

não especificas. Após essa fase, a célula passa a liberar substâncias mantedoras da adesão e 

início da formação de micro colônias que irão coalescer. Em seguida, tem-se o biofilme 

formado por estruturas do fungo, matriz polimérica, poros e canais de água que permitem o 

fluxo de nutrientes e metabólitos. O biofilme se desloca e pode liberar leveduras que têm a 

habilidade de se desenvolverem em condições desfavoráveis e formar novas estruturas de 

biofilme (MONROE, 2007).  
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Leveduras patogênicas em PVHIV que fazem uso de cateter, possui um alto risco para 

formação de biofilmes por esses microrganismos, portanto, é importante que os profissionais 

de saúde que atuam no manejo desses pacientes, fiquem atentos aos cuidados e precauções. O 

fluido da infusão ou o conduto do cateter podem estar contaminados e essa contaminação se 

originar na extremidade distal do cateter no ato da inserção ou os microrganismos podem migrar 

pelo cateter a partir do local de inserção (SHERERTZ, 2000; DOUGLAS, 2003).  

No estudo realizado por Lamichhane et al. (2020), com PVHIV alocadas no Hospital de 

Doenças Infecciosas em Katmandu, Nepal, os pesquisadores realizaram coletas de 174 swabs 

orofaríngeos e cultivaram em ágar Sabouraud dextrose. As espécies de Candida foram 

diferenciadas no meio CHROMagar® Candida e realizados testes de sensibilidade antifúngica 

bem como produção de biofilme em placa de microtitulação. Das 174 amostras de orofaringe, 

23,6% (n=41/174) delas apresentaram crescimento fúngico e 36,6% das infecções orofaríngeas 

(15/41) os pacientes tinha, contagem de linfócitos T CD4 abaixo de 200 células/µL.  

Quanto as espécies isoladas, 61% (25/41) foram de C. albicans e 39% (16/41) de C. não 

albicans. Das 41 espécies de Candida isoladas, 65% (27/41) foram produtoras de biofilme. Os 

isolados de Candida produtores de biofilme apresentaram a maior resistividade (51,9%; 14/27) 

ao cetoconazol e a menor (22,2%; 6/27) ao clotrimazol. Entre os isolados de Candida, 61% 

(25/41) foram de C. albicans e 39% (16/41) eram C. não albicans sendo, (14,6%;6/41) de C. 

parapsilosis seguido por C. tropicalis (9,8%; 3/41). Das 41 espécies Candida, 65% (27/41) 

foram produtores de biofilme, entre os quais 16 foram C. albicans e 11 Candida não albicans. 

Entre os 27 produtores de biofilme, 8 foram fortes produtores de biofilme, em igual proporção 

de espécies de C. albicans e Candida não albicans e 19 espécies moderados, e concluíram que 

não houve correlação significativa entre espécies de Candida e formação de biofilme 

(LAMICHHANE et al., 2020). 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 GERAL 

 

 Diagnosticar leveduroses em PVHIV por taxonomia polifásica e caracterizar a 

virulência das leveduras isoladas quanto a resistência fúngica e formação de biofilme. 

 

3.2 ESPECIFICO 

 

✓ Isolar e identificar as leveduras presentes nas amostras clínicas de PVHIV internados 

em enfermaria DIP (doenças infecto-parasitárias) e UTI DIP (Unidades de Terapia 

Intensiva- Doenças infecto-parasitárias) de dois hospitais públicos terciários da cidade 

do Recife- PE; 

✓ Determinar as leveduras de maior ocorrência em PVHIV; 

✓ Comparar as metodologias usadas na identificação: (MALDI-TOF (VITEK® MS), 

VITEK®2 e CHROMOagar® Candida) dos isolados obtidos de PVHIV; 

✓ Avaliar atividade antifúngica in vitro e determinar a concentração inibitória dos isolados 

frente ao fluconazol, voriconazol, anidulafungina, caspofungina, micafungina e 

anfotericina B;  

✓ Avaliar in vitro a capacidade de formação de biofilme dos isolados fúngicos. 

✓ Avaliar os dados clínicos-epidemiológicos dos pacientes. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 LOCAIS DA PESQUISA 

  

 Participaram deste estudo PVHIV alocados em Enfermaria DIP e UTI-DIP do Hospital 

Universitário Oswaldo Cruz e Hospital das Clínicas, ambos localizados em Recife-PE. O 

projeto obteve aprovação do comitê de ética em pesquisa da Universidade Federal de 

Pernambuco, CAAE nº 03682818.7.0000.5208. 

 

4.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO   

 

Critério de inclusão – Para ser incluído no estudo, foram pacientes adultos, de ambos 

os sexos, HIV positivos alocados em enfermarias ou UTI de doenças infecto-parasitárias 

alocados no hospital Universitário Oswaldo Cruz e Hospital das Clinicas que tiveram suspeitas 

de leveduroses.  

Critérios de exclusão – Foram excluídos do estudo pacientes adultos que foram 

diagnosticados com infecções fúngicas causadas por fungos filamentosos.  

 

4.3 REALIZAÇÃO DO DIAGNÓSTICO MICOLÓGICO 

 

O procedimento para obtenção das amostras clínicas foi realizado de acordo com a 

suspeita e localização da lesão. Espécimes clínicos como sangue, líquor, fragmentos de tecidos 

obtidos por biópsia e punção foram coletados pelos profissionais capacitados dos referidos 

hospitais.   

O tipo e a qualidade da amostra biológica, submetida ao laboratório de micologia, são 

fatores pré-analíticos extremamente importantes para o sucesso do isolamento e identificação 

do verdadeiro agente etiológico de infecções fúngicas. Para os pacientes com suspeita de 

candidemia foram coletados de 2 a 3 amostras de hemoculturas a cada 30 minutos.  O volume 

coletado foi de 5 mL de sangue periférico adicionado em frascos de hemocultura contendo 

caldo BHI e incubados a 35ºC por 24 h, após esse período foi realizado o semeio das amostras.  

Para os pacientes com suspeita de criptococose foram coletados de 1 a 3 mL de liquor 

em tubo seco e processados imediatamente. As amostras de orofaringe foram realizadas coletas 

com swab sendo transportadas em meio de transporte Stuart. As amostras foram tratadas 

conforme o protocolo “Manual da detecção e identificação de fungos de importância médica” 
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elaborado pela Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2013). 

 Todas as amostras biológicas coletadas foram submetidas ao exame direto e cultura. 

Para o exame direto, foram preparadas lâminas coradas, clarificadas com KOH a 20% ou 

contrastadas com tinta de nanquim conforme o tipo de material trabalhado. 

Concomitantemente, as amostras clínicas foram semeadas em duplicata na superfície do meio 

ASD adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri, mantidas à 

temperatura de 30º C e 37º C por até 15 dias para o isolamento fúngico.  

 Após o surgimento das colônias estas foram purificadas e identificadas pela 

espectrometria de massas por MALDI-TOF (VITEK® MS), pela automação VITEK®2 e 

semeadas em meio cromogênico (CHROMOagar® Candida) e posteriormente realizados testes 

de sensibilidade conforme o documento M27 A-3 do CLSI e caracterização de biofilme dos 

isolados. 

 

4.3.1 Identificação proteômica através do MALDI-TOF (VITEK® MS) 

 

A identificação das leveduras foi realizada através de espectrometria de massa MALDI-

TOF (VITEK® MS, BioMérieux, França) conforme instruções do fabricante. Para identificação 

foram utilizadas suspensões dos isolados clínicos de Candida cultivadas e mantidas em meio 

Dextrose Peptona Extrato de Levedura (YEPD) a 35° C por 24 horas e de Cryptococcus 

mantidas em ASD a 35° C por 48 horas. Com o auxílio do palito de madeira, a amostra foi 

colocada no círculo com dimensões delimitadas pelo fabricante, preenchendo todo o espaço do 

desenho com movimentos circulares. As leveduras foram lisadas com ácido fórmico. Para isso 

0,5 µL de ácido fórmico 70% foram adicionados ao esfregaço no círculo. Após a secagem, 1 

µL da matriz CHCA foi adicionada sobre a amostra lisada 

O sistema VITEK®MS lê cada espectro como uma série de picos que são detectados e 

classificados por massa e intensidade. Com a utilização do classificador de espectros avançados, 

a melhor discriminação é fornecida como todos os picos e considerado no cálculo do resultado 

da identificação. O VITEK®MS exibe o status do instrumento e adquire os espectros e são então 

enviados para o MYLA® da estação de aquisição para análise. Após o tempo de análise, os 

resultados considerados satisfatórios foram obtidos pela correlação com o perfil do espectro do 

banco de dados SARAMIS (Spectral Archive and Microbial Identification System). 
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4.3.2 Identificação através do VITEK® 2 

 

O equipamento automatizado VITEK®2 YST destinou-se a identificação automática das 

leveduras, nas quais foram preparados os inóculos a partir da cultura pura, de acordo com as 

instruções do fabricante. Com o auxílio de um bastão ou swab estéril as colônias puras foram 

transferidas para o tubo de ensaio plástico transparente contendo 3,0 mL de solução salina 

estéril (NaCl aquoso de 0,45% a 0,50%, pH 4,5 a 7,0) com uma densidade equivalente entre a 

escala de 1,80 a 2,20 McFarland medida pelo calibrador VITEK® 2 DensiCHEK™, em seguida 

o tubo contendo a suspensão e o cartão YST foram colocados no cassete. Como parte do 

processo de identificação, o software comparou o conjunto de reações do teste com o conjunto 

de reações típicas de cada isolado. Um valor quantitativo, a probabilidade percentual, foi 

calculada e liberada em relação a espécie identificada.  

 

4.3.3 Identificação através do CHROMOAGAR® candida 

 

Os isolados foram repicados em ASD e incubados a 37°C por 24h. Em seguida, foi 

realizado um novo repique no meio seletivo/diferencial CHROMagar® Candida (Plastlabor, 

Rio de Janeiro, Brasil) e as placas incubadas a 37° por até 48h. As leveduras foram identificadas 

presuntivamente por meio da coloração e aspecto da cultura. As colónias de C. albicans 

apresentaram com coloração verde-claro a verde médio, as de C. tropicalis azuis esverdeadas a 

azul metalizado e as de C. krusei coloração cor-de-rosa claro com um rebordo esbranquiçado 

(ARAÚJO et al., 2005). 

 

4.4 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA IN VITRO 

 

A técnica foi realizada de acordo com o protocolo M27-A3 do Clinical Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2008). Para controle de qualidade, linhagens do American Type 

Culture Collection (ATCC), recomendadas pelo protocolo padrão foram incluídas, como a cepa 

Candida parapsilosis ATCC® 22019. Além disso, dois poços controles, isentos de antifúngico 

e leveduras, foram incluídos no ensaio. A concentração inibitória mínima (CIM) foi a menor 

concentração capaz de inibir o crescimento visível dos isolados testados, em relação ao poço 

controle. 

 O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina 

e sem bicarbonato de sódio, pH 7,0 ± 0,1, com ácido morfolino propano sulfônico (MOPS; 
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0,165 mol. L1; Sigma-Aldrich), o meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 μm 

(Millipore, Darmstadt, Alemanha). 

Os agentes antifúngicos comerciais utilizados foram fluconazol (Pfizer, Nova York, 

EUA) preparado em água deionizada, voriconazol, antifúngicos da classe das equinocandinas: 

anidulafungina, micafungina e caspofungina (Pfizer, Nova York, EUA) e anfotericina B 

preparadas em Dimetilsulfóxido (DMSO) e concentrações de voriconazol, anidulafungina 

caspofungina, , micafungina e anfotericina B e foram preparadas e usadas nos intervalos de 

0,03 a 16 μg/mL, e do fluconazol nos intervalos de 0,125 a 64 μg/mL. 

Os isolados clínicos de Candida e Cryptococcus foram mantidos em meio ASD e 

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

e sua densidade ajustada de acordo com a escala 0,5 de McFarland em 90% da transmitância 

utilizando um espectrofotômetro a 530nm. O volume do inóculo foi ajustado para 5,0 mL de 

solução salina esterilizada para uma concentração de 1 x106 céls/mL.  

Nos testes de sensibilidade foram utilizadas placas de microtitulação planas de 96 poços 

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

testados, e as placas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas para determinação das 

Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM). As CIM para as equinocandinas e o fluconazol 

foram determinadas para 50% de inibição em relação aos poços controles. Os testes foram 

realizados em duplicatas. 

A leitura dos resultados foi baseada nas diretrizes do documento M60-Ed2 do CLSI 

(2020) o qual informa a CIM para cada isolado frente à droga utilizada. Segundo o referido 

documento, os valores de corte epidemiológico para C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis 

frente ao fluconazol são: CIM≤ 2μg/mL são consideradas sensíveis, ≥ 8 μg/mL resistentes e 4 

μg/mL sensíveis dose dependente (SDD); os isolados de C. krusei são considerados 

intrinsecamente resistentes ao fluconazol, e suas CIMs não devem ser interpretados usando essa 

escala. Para o voriconazol, as espécies C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis são: CIM≤ 

0,12μg/mL são consideradas sensíveis; entre 0,25 – 0,5 são consideradas intermediárias e ≥ 1 

μg/mL resistentes. 

Para as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina), as espécies C. 

albicans e C. tropicalis são: CIM≤ 0,25μg/mL são consideradas sensíveis; 0,5 são consideradas 

intermediárias e ≥ 1 μg/mL resistentes. Para C. parapsilosis CIM≤ 2μg/mL é considerada 

sensível; 4 é considerada intermediária e ≥ 8 μg/mL resistente. Para a anfotericina B, CIM≥ 

2μg/mL é considerada resistente. 
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4.5 CAPACIDADE DE FORMAÇÃO DE BIOFILME 

 

O método para avaliar a capacidade de formação do biofilme foi adaptado de Pfaller et 

al. (1995) e Ruiz et al. (2013). As leveduras foram cultivadas em ASD por 24h a 37°C. Após o 

crescimento das culturas, foram preparadas suspensões de células de levedura em 5mL de 

RPMI-Hepes 1640 e a turbidez ajustada a 0,5% na escala de McFarland usando 

espectrofotômetro (Thermo Scientific, USA).  

Em seguida, 100μL de cada suspenção foi inoculada, em triplicata, em poços de placas 

de poliestireno de 96 poços e incubadas a 37°C por 1,5h sob rotação (75rpm). Ao fim do 

período, as células não aderidas as placas foram removidas através de lavagens com tampão 

PBS. Posteriormente, foi adicionado 200μL de RPMI-Hepes 1640 aos poços e as placas 

incubadas por 24, 48 e 72h.  

A atividade metabólica do biofilme foi determinada com o reagente brometo de 3- (4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio  (do inglês DIMETHYL-2-THIAZOLYL 

TETRAZOLIUM·BROMIDE - MTT) (SITTAMPALAM et al., 2004). Dessa forma, as placas 

contendo os biofilmes foram inoculados com 20μL do MTT-PBS, ao abrigo da luz, e incubadas 

por 2h a 37°C. Em seguida, o líquido presente no interior dos poços foi desprezado e adicionado 

200μL de isopropanol absoluto, sendo a placa mantida em repouso por 15min.  

Em seguida, foram transferidos 100 μL de cada micropoço para uma nova microplaca 

sendo a atividade formadora de biofilme avaliada pela diferença de densidade óptica entre o 

biofilme formado e o poço controle, pela leitura em leitor de Elisa ajustado com comprimento 

de onda de 570nm. Os ensaios para cada isolado foram realizados em triplicata, e os dados 

obtidos foram tratados estatisticamente por meio de programação PYTHON.  

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para o tratamento estatístico dos dados obtidos, foi realizada uma análise exploratória 

com estatística determinística utilizando Data Science através de um script implementado em 

linguagem de programação PYTHON. Concernente à linguagem, as bibliotecas (coleção de 

métodos e classes) PANDAS, NUMPY e MATPLOTLIB foram utilizadas para simplificar os 

processos de análise de dados.  

Os dados foram carregados de um Dataset com todos os registros das amostras 

coletadas, armazenando todas as informações pertinentes tais como: Nome do paciente, origem, 
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sexo, idade, tipo de amostra, fungo isolado, tipo de teste realizado para o diagnóstico, perfil de 

sensibilidade antifúngica e caracterização de biofilme. 

Data Science é um conjunto de preceitos, métodos e processos com a capacidade de 

observar e entender fenômenos através de análise de dados automatizada (PROVOST, 2016).  

Python possui uma sintaxe bastante simplória e largamente difundida em análise de 

dados em comparação com outras linguagens, além de possuir várias bibliotecas como 

ferramentas para tratamento de dados com alta performance (FERREIRA, 2021, p. 98). 

 A biblioteca Pandas fornece estruturas de dados e métodos em alto nível, e é concebida 

para fazer com que a análise e processamento dos dados estruturados ou tabulares seja de 

maneira eficiente, simples e significativa (MCKINNEY, 2018). Pandas possui estruturas de 

dados de alta performance denominadas Data Frames, sendo, por fim, a mais completa e 

difundida biblioteca para Data Science dentre todas da linguagem Python (FERREIRA, 2021, 

p. 98). 

A biblioteca Numpy é muito utilizada para execução de cálculos em estruturas de dados 

conhecidas como arrays ou listas (muito similares aos Data Frames). Numpy oferece uma 

coleção de funções que auxiliam em cálculos estatísticos e numéricos (FERREIRA, 2021, p. 

98). Matplotlib é uma biblioteca que possibilita a visualizações dos dados através da plotagem 

e geração de gráficos e tabelas (MCKINNEY, 2018).  

A plataforma Jupyter Notebook foi utilizada como interpretador da linguagem Python. 

Esta plataforma possui código aberto que possibilita criar documentos, executar scripts em 

Python ou outras linguagens, facilitando a leitura, execução e reutilização destes scripts. Aliado 

a isso, pode-se destacar a interatividade desta plataforma, bem como sua facilidade de 

integração com as bibliotecas Matplotlib e Pandas (MCKINNEY, 2018).  
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5 RESULTADOS  

 

Os resultados da pesquisa estão apresentados em forma de artigo, dispostos nos 

Apêndices A e B. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que: 

✓ Candida albicans e Candida tropicalis foram as leveduras mais isoladas em pessoas 

vivendo com HIV em dois hospitais públicos da cidade do recife;  

✓ Indivíduos do sexo masculino foram os mais acometidos com leveduroses; 

✓ Cryptococcus neoformans foram as espécies mais frequentes causadores de meningite 

fúngica; 

✓ O MALDI-TOF MS consegue identificar espécies de leveduras, em que a diferenciação 

apenas seria possível por Métodos de Biologia Molecular e possui 99,99 % de 

confiabilidade;  

✓ A concordância do sistema VITEK®2 com o MALDI TOF (VITEK®MS) foi de 92,59%; 

✓ A concordância do CHROMOagar® Candida com o MALDI TOF MS foi de 74,07%; 

✓ 51,8% dos isolados fúngicos exibiram um perfil de sensibilidade a todas as drogas 

testadas. 

✓ O voriconazol foi a droga com maior índice de resistência; 

✓ A Anfotericina B foi a droga com maior sensibilidade; 

✓ Cryptococcus gattii exibiu um perfil de resistência maior que os isolados de 

Cryptococcus neoformans; 

✓ 77,7% das leveduras tiveram uma alta atividade metabólica na formação de biofilme em 

24, 48 e 72 horas; 

✓ Candida parapsilosis foi a levedura com maior atividade metabólica. 
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APÊNDICE A - FUNGAL ESOPHAGITIS ASSOCIATED WITH TUBERCULOUS 
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APÊNDICE B - Biofilm formation and antifungal susceptibility from yeast infections in 

people living with HIV in northeastern Brazil. 

 

FORMAÇÃO DE BIOFILME E SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA DAS LEVEDURAS 

EM PESSOAS VIVENDO COM HIV NO NORDESTE DO BRASIL. 

Artigo submetido para publicação na revista Mycoses. Impact factor (2021):4.931. 

ISSN:1439-0507 

 

RESUMO  

Introdução: Pessoas vivendo com HIV (PVHIV) são frequentemente acometidas com 

leveduroses levando a um agravamento do quadro clinico podendo ocasionar morte.  

Pacientes/Métodos: Foram analisadas amostras biológicas de PVHIV com suspeita de 

leveduroses entre maio de 2019 a fevereiro de 2020 e agosto de 2021 a fevereiro de 2022, e o 

diagnóstico foi realizado pelo MALDI-TOF (VITEK® MS), VITEK® 2 Compact e 

CHROMOagar® Candida (CAC), concomitantemente foi realizado testes de sensibilidade 

antifúngica e capacidade de formação de biofilme das leveduras isoladas. 

Resultados:  Dos 48 pacientes estudados, 27 (56,2%) apresentaram leveduroses, quinze 

(55,6%) foram  indivíduos do sexo masculino e 12 (44,4%) do sexo feminino . Destes, 19 

(70,3%) pacientes apresentaram contagens de linfócitos TCD4 menores que 200 células/µL e 8 

(29,7%) contagens superiores a 200 células/µL. Do total de pacientes, 55,6% tiveram leveduras 

isoladas na orofaringe, 14,8% leveduras isoladas no sangue, 11,1% isolados de liquido 

cefalorraquidiano (LCR), 7,4% isoladas do lavado broncoalveolar (LBA), 7,4% de secreção 

traqueal e 3,7% de mielograma. Candida albicans (55,6%) foi a espécie mais prevalente, 

seguida C. tropicalis (22,2%); Cryptococcus neoformans (7,4%); Cryptococcus gatti (3,7%); 

Candida parapsilosis (3,7%); Candida ortoparapsilosis (3,7%) e Candida krusei (3,7%).  A 

concordância do MALDI TOF com o VITEK® 2 foi de 92,59% e com o CAC foi 74,07%. Foi 

realizado o teste de sensibilidade com o fluconazol, voriconazol, caspofungina, micafungina, 

anidulafungina e anfotericina B utilizando o protocolo M27-A3 do CLSI. O voriconazol foi 

droga com maior resistência (18,5%).  92,7% das leveduras isoladas formaram biofilme. Destas,  

77,7% exibiram uma alta atividade metabólica em 24, 48 e 72 horas. 

Conclusão: PVHIV são vulneráveis a desenvolverem infecções com leveduras menos sensíveis 

a triazólicos e com elevada capacidade de desenvolver biofilmes. 

Palavras-chaves: HIV, leveduras, sensibilidade antifúngica, biofilme. 

1 INTRODUÇÃO  
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A infecção pelo vírus HIV continua sendo um dos principais problemas de saúde 

pública. Segundo dados da UNAIDS, estima-se que 37,7 milhões de pessoas de todo o mundo 

viviam com o vírus HIV no ano de 20201. Pessoas vivendo com HIV (PVHIV) são mais 

propensas a desenvolverem infecções oportunistas, incluindo as leveduroses como candidemia 

e meningite criptocócica, que apesar de ferramentas de diagnósticas e drogas antifúngicas 

disponíveis, podem atingir índices de mortalidade de até 80% 2, 3, 29. 

A baixa contagem absoluta de linfócitos TCD4, sobretudo abaixo de 200 células/μL é o 

maior fator de risco para a desenvolvimento de leveduroses. Infecções por espécies de Candida 

continuam sendo mais comuns em PVHIV do que aqueles com um grau semelhante de 

imunossupressão (transplante de medula óssea ou pacientes recebendo quimioterapia)31. 

Existem mais de 15 espécies de Candida responsáveis por infecções, entretanto 

destacam-se a C. albicans, C. glabrata, C krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis que podem ser 

menos sensíveis a terapias padrões4,5. PVHIV podem ser infectados por leveduras e estas 

exibirem em uma série de fatores de virulência incluindo adesão a substratos inertes e 

biológicos e formação de biofilme dificultando a ação terapêutica6,7. Por isso, além da 

identificação da patogenicidade dos isolados, testes de sensibilidade antifúngica tornam-se 

imprescindíveis. 

Em face do exposto, o objetivo do presente estudo foi identificar leveduroses em 

PVHIV, realizar o diagnóstico polifásico por meio do MALDI-TOF (VITEK® MS), VITEK® 2 

e CHROMOagar Candida, comparando os métodos, bem como avaliar sua patogenicidade 

através do perfil de sensibilidade antifúngica e formação de biofilme. 

 

2 PACIENTES E MÉTODOS 

Foram realizadas coletas de 125 amostras clinicas oriundas de 48 PVHIV com suspeita 

de micoses de dois hospitais públicos da cidade do Recife: Hospital Universitário Oswaldo 

Cruz e Hospital das Clinicas em dois intervalos de tempo: o primeiro no período de maio de 

2019 até fevereiro de 2020 e o segundo de agosto de 2021 a fevereiro de 2022. O projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos sob registro nº 

0366.0.172.106-11 da Universidade Federal de Pernambuco, e está de acordo com a Resolução 

do CNS n 196/96. 

Foram realizadas coletas de diversos materiais biológicos e para cada tipo de amostra 

foram realizadas lâminas coradas com Giemsa, clarificadas com (KOH a 20%) ou contrastadas 

com tinta de nanquim e concomitantemente, as amostras foram semeadas em duplicata na 

superfície do meio Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol e 
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foram mantidas à temperatura de 30º C e 37º C por até 15 dias 8,9,14. Após o surgimento das 

colônias, as leveduras foram identificadas por diferentes metodologias e realizadas testes de 

sensibilidade antifúngica e formação de biofilme.  

 

Identificação proteômica por Espectrometria de Massa MALDI-TOF (VITEK® MS 

bioMérieux, France): Para identificação proteômica foram utilizadas suspensões dos isolados 

clínicos de Candida cultivadas e mantidas em meio Dextrose Peptona Extrato de Levedura 

(YEPD) a 35° C por 24 horas e para espécies de Cryptococcus foram semeadas em ASD a 35° 

C por 48 horas.  Os isolados foram submetidos à análise através da extração proteica por 

espectrometria de massa. Para amostras de levedura, as preparações foram lisadas com 0,5 μL 

de ácido fórmico a 25%. Depois de secar foi acrescentado 1 μL de de solução de matriz (ɑ-

ciano-4- matriz de ácido hidroxicinâmico- CHCA, bioMérieux). A placa alvo em aço polido de 

MALDI-TOF foi subsequentemente introduzida no espectrómetro de massa para obtenção dos 

espectros proteicos16, 17. Os espectros para determinação dos isolados foram obtidos através de 

um laser (337 mm) de nitrogênio, foco fixo e taxa de pulso máxima - 50 Hz (50 disparos de 

laser por segundo). Assim, os espectros de massa foram obtidos foram processados por um 

software específico, o MYLA® (bioMérieux,França), e comparado com a base de dados que 

contém os espectros de referência. O VITEK® MS compara esses espectros com o arquivo 

espectral e identificação microbiana do banco de dados do sistema (SARAMIS, bioMérieux, 

França)21.  

 

Identificação das leveduras pelo VITEK®2 Compact (bioMérieux, Brasil): As leveduras 

foram submetidas aos testes automatizados pelo VITEK® 2 (YST) seguindo a técnica 

recomendada pelo fabricante. O cartão YST identifica leveduras através de 46 testes 

bioquímicos baseados em métodos que medem o uso da fonte de carbono, o uso de fonte de 

nitrogênio e atividade enzimática 21, 22. São realizados por testes fluorescentes, que incluem 

assimilação de carboidratos e ácidos orgânicos e detecção de oxidases e arilamidases 15. O 

inóculo para identificação foi preparado usando colônias isoladas de leveduras em solução. A 

turbidez foi medida pelo instrumento DensiCheck (bioMérieux, Brasil) e equivalente a 1,8-2,2 

da escala McFarland 23. No tubo de poliestireno, as amostras foram dispensadas os cartões YST 

que foram colocados no aparelho, através da incubação e leitura das amostras. Os dados obtidos 

foram interpretados pelo banco de dados do instrumento, fornecendo a identificação final das 

estirpes. 
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Identificação das leveduras pelo CHROMOagar Candida: As leveduras foram semeadas em 

(CHROMagar, Plast Labor, Brasil) e incubação aerobicamente a 35°C ± 2°C por 36 a 48 horas.  

Com a inclusão de substratos cromogênico no meio de cultura, as colónias de C. albicans, C. 

tropicalis e C. krusei produzem cores diferentes ao CAC, permitindo assim a detecção direta 

destas espécies na placa de isolamento14,21. As colónias de C. albicans aparecem com uma cor 

verde-claro a verde médio, as de C. tropicalis aparecem azuis esverdeadas a azul metalizado e 

as de C. krusei aparecem cor-de-rosa claro com um rebordo esbranquiçado 14. 

 

Teste de Sensibilidade Antifúngica de acordo com o CLSI: Foram realizados testes de 

sensibilidade in vitro a drogas antifúngicas segundo o método de microdiluição em caldo, de 

acordo com a padronização publicada no documento M27-A310. As drogas antifúngicas 

testadas foram anfotericina B (UnitedMedical) (0.03-16µg/mL), anidulafungina (Pfizer) 

(0.015-8µg/mL), micafungina (Pfizer) (0.015-8µg/mL), caspofungina (Pfizer) (0.015-8µg/mL), 

voriconazol (Pfizer) (0.03-16µg/Ml, fluconazol (Pfizer) (0.125-64µg/mL). Nos ensaios foram 

incluídas linhagens do American Type Culture Collection (ATCC), de C. parapsilosis ATCC 

22019. Os isolados clínicos de Candida e Cryptococcus foram mantidos em meio ASD e 

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

e sua densidade ajustada de acordo com a escala 0,5 de McFarland em 90% da transmitância 

utilizando um espectrofotômetro a 530nm. O volume do inóculo foi ajustado para 5,0 mL de 

solução salina esterilizada e, posteriormente, diluído em RPMI 1640 para uma concentração de 

2,5x103 céls. mL-1. Nos testes de sensibilidade foram utilizadas placas de microtitulação de 96 

poços, o inóculo foi adicionado aos poços com os antifúngicos a serem testados, e as placas 

foram incubadas a 35°C durante 24 horas para determinação das Concentrações Inibitórias 

Mínimas (CIM). A leitura dos resultados foi baseada nas diretrizes do documento M60-Ed2 do 

CLSI30.  

 

Caracterização de formação de Biofilme: Para a realização do teste de caracterização de 

Biofilme, a metodologia foi adaptada por Pfaller et al. (1995) e Ruiz et al. (2013) 11,12, as 

leveduras foram cultivadas em ASD por 24h a 37°C, foram preparadas em RPMI-Hepes 1640 

e a turbidez ajustada a 0,5% na escala de McFarland.  Em seguida, 100μL de cada suspenção 

foi inoculada em poços de placas de poliestireno e incubadas a 37°C por 1,5h. Ao fim do 

período, as células não aderidas as placas foram removidas com tampão PBS. Posteriormente, 

foi adicionado 200μL de RPMI-Hepes 1640 aos poços e as placas incubadas por 24, 48 e 72 

horas. A atividade metabólica do biofilme foi determinada com o reagente MTT e a atividade 
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formadora de biofilme avaliada no leitor de Elisa com comprimento de onda de 570nm. Os 

biofilmes foram classificados como baixa, moderada e forte atividade metabólica (BAM<0,097, 

MAM=0,097–0,2 e AAM>0,2) 13, os dados obtidos foram tratados estatisticamente usando a 

linguagem de programação PYTHON com a Biblioteca PANDAS, implementado no IDE de 

programação Visual Studio Code.  

 

3 RESULTADOS 

De um total de 48 PVHIV analisadas, tivemos uma incidência de 27 (56,2%) pacientes 

com leveduroses. Desses, 15 (55,6%) foram indivíduos do sexo masculino e 12 (44,4%) do 

sexo feminino, a faixa etária variou entre 18 a 68 anos de idade. Com referência ao estado 

imunológico, 19 (70,3%) pacientes apresentaram contagens de linfócitos TCD4 menores que 

200 células/µL e 8 (29,7%) contagens superiores a 200 células/µL.  

 Quinze (55,6%) pacientes tiveram leveduras isoladas na orofaringe, quatro (14,8%) 

pacientes tiveram leveduras isoladas no sangue (hemoculturas), três (11,1%) isolados de liquido 

cefalorraquidiano (LCR), dois (7,4%) isoladas do LBA (lavado broncoalveolar), dois (7,4%) 

de secreção traqueal e um (3,7%) de mielograma. 

 Quanto as espécies de leveduras isoladas em PVHIV mostramos na  

 

Tabela 1 o comparativo dos resultados nas diferentes metodologias utilizadas. Quinze (55,6%) 

pacientes apresentaram leveduroses por Candida albicans; seis (22,2%) pacientes por C. 

tropicalis; dois (7,4%) Cryptococcus neoformans; um (3,7%) Cryptococcus gatti; um (3,7%) 

C. parapsilosis; um (3,7%) C. ortoparapsilosis e um (3,7%) C. krusei. 

 

Tabela 1: Espécies de leveduras isoladas por diferentes metodologias 

id_amostra MALDI-TOF 

(VITEK® MS) 

VITEK®2 Compact CHROMOagar Candida 

dip-hc-9 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-hc-19 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-huoc-28 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-hc-29 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

uti-huoc-40 Candida tropicalis Candida tropicalis Candida albicans 

dip-hc-49 Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis 

dip-hc-59 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-hc-60 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-hc-61 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-hc-65 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-hc-66 Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis 

dip-hc-71 Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis 



75 

dip-hc-73 Candida parapsilosis Candida parapsilosis Crescimento inconclusivo 

dip-hc-81 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-huoc-82 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

uti-huoc-84 Candida ortopsilosis Candida parapsilosis Crescimento inconclusivo 

dip-huoc-86 Cryptococcus neoformans Cryptococcus neoformans * 

dip-hc-90 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-huoc-93 Cryptococcus gattii Cryptococcus neoformans * 

uti-huoc-100 Cryptococcus neoformans Cryptococcus neoformans * 

dip-huoc-107 Candida tropicalis Candida tropicalis Candida albicans 

dip-huoc-117 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-huoc-120 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-huoc-121 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

dip-huoc-122 Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis 

dip-huoc-123 Candida albicans Candida albicans Candida albicans 

uti-huoc-124 Candida krusei Candida krusei Candida krusei 

* Método não foi aplicado a espécies sugestivas de Cryptococcus. 

 

No nosso estudo, a concordância do sistema VITEK®2 Compact com o MALDI TOF 

(VITEK® MS) foi de 92,59% e como ilustra na Tabela 2.  O CAC foi capaz de identificar 

74,07% dos isolados fúngicos. 

  

Tabela 2: Percentual de concordância na identificação entre metodologias fenotípicas e proteômica por MALDI-

TOF 

AMOSTRA MALDI-TOF 

(VITEK® MS) 

VITEK®2 

Compact 

CHROMOagar 

Candida 

CONCORDÂNCIA 

VITEK % 

CONCORDÂNCIA 

CHRMOAGAR % 

Candida 

albicans 
15 15 15 100.0% 100.0% 

Candida 

krusei 
1 1 1 100.0% 100.0% 

Candida 

ortopsilosis 
1 0 0 0.0% 0.0% 

Candida 

parapsilosis 
1 1 0 100.0% 0.0% 

Candida 

tropicalis 
6 6 4 100.0% 66.67% 

Cryptococcus 

gattii 
1 0 0 0.0% - 

Cryptococcus 

neoformans 
2 2 0 100.0% - 

TOTAL 27 25 20 92,59% 74,07% 

 

Concomitantemente, foi realizado o teste de sensibilidade antifúngica in vitro com seis 

antifúngicos: fluconazol, voriconazol, caspofungina, micafungina, anidulafungina e 

anfotericina B. Em relação ao fluconazol, 4 (14,8%) dos isolados apresentaram resistência, 21 

(77,7%) exibiram sensibilidade, um (7,5%) foi sensível dose-dependente. Para o voriconazol, 

cinco (18,5%) foram resistentes, cinco (18,5%) foram intermediários e 17 (63%) foram 
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sensíveis.  Para a caspofungina, um (4,2%) foi resistente, dois (8,3%) foram intermediários e 

21 (87,5%) foram sensíveis. Para a micafungina, dois (8,3%) foram resistentes, nenhum 

intermediário e 22 (91,7%) dos isolados foram sensíveis.  Para anidulafungina, dois (8,3%) 

foram resistentes, um (4,2%) foi intermediário e 21 (87,5%) foram sensíveis. Quanto a 

anfotericina B todos os isolados exibiram perfil de sensibilidade. O breakpoint com sua 

respectiva CIM de cada levedura se encontra sumarizado na Tabela 3. 

No presente estudo, obtivemos um total de 14 (51,8%) isolados que exibiram um perfil 

de sensibilidade a todas as drogas testadas.  Os isolados de Cryptococcus neoformans obtiveram 

sensibilidade as drogas utilizadas, entretanto o Cryptococcus gattii exibiu um perfil de 

resistência aos azólicos, sendo tendo boa resposta apenas a anfotericina B. 

 
Tabela 3: Teste de sensibilidade antifúngica in vitro exibindo a CIM dos isolados de acordo com o documento 

M60 do CLSI 

id_amostra MALDI-TOF 

MS 

fl(cim) vor(cim) cas(cim) mic(cim) ani(cim) anfo(cim) 

dip-hc-9 
Candida 

albicans 
S (0,5) S (0,06) S (0,06) S (0,125) S (0,06) S (0,03) 

dip-hc-19 
Candida 

albicans 
S (0,25) S (0,125) S (0,03) S (0,125) S (0,06) S (0,03) 

dip-huoc-28 
Candida 

albicans 
S (2) S (0,125) S (0,25) R (2) R (2) S (0,125) 

dip-hc-29 
Candida 

albicans 
S (0,5) S (0,125) S (0,03) S (0,125) S (0,06) S (0,03) 

uti-huoc-40 
Candida 

tropicalis 
S (0,5) S (0,06) S (0,03) S (0,125) S (0,06) S (0,03) 

dip-hc-49 
Candida 

tropicalis 
S (1) R (1) S (0,03) S (0,125) S (0,125) S (0,125) 

dip-hc-59 
Candida 

albicans 
S (0,5) S (0,06) S (0,03) S (0,125) S (0,06) S (0,03) 

dip-hc-60 
Candida 

albicans 
S (0,5) S (0,125) S (0,03) S (0,125) S (0,06) S (0,03) 

dip-hc-61 
Candida 

albicans 
S (0,25) S (0,125) S (0,03) S (0,06) S (0,06) S (0,06) 

dip-hc-65 
Candida 

albicans 
S (2) S (0,125) S (0,03) S (0,125) S (0,125) S (0,06) 

dip-hc-66 
Candida 

tropicalis 
R (64) R (16) S (0,03) S (0,125) S (0,125) S (0,25) 

dip-hc-71 
Candida 

tropicalis 
S (0,5) S (0,06) S (0,06) S (0,125) S (0,06) S (0,25) 

dip-hc-73 
Candida 

parapsilosis 
R (8) R (4) S (0,25) S (0,06) S (0,125) S (0,125) 

dip-hc-81 
Candida 

albicans 
S (0,25) S (0,03) S (0,06) S (0,125) S (0,06) S (0,06) 

dip-huoc-82 
Candida 

albicans 
S (2) I (0,5) S (0,25) S (0,125) S (0,06) S (0,03) 

uti-huoc-84 
Candida 

ortopsilosis 
R (16) R (1) S (0,25) S (0,25) S (0,5) S (0,25) 

dip-huoc-86 
Cryptococcus 

neoformans 
S (0,125) S (0,03) - - - S (0,06) 

dip-hc-90 
Candida 

albicans 
S (1) S (0,125) S (0,03) S (0,125) S (0,06) S (0,03) 
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dip-huoc-93 
Cryptococcus 

gattii 
R (8) I (0,5) - - - S (0,5) 

uti-huoc-100 
Cryptococcus 

neoformans 
S (0,125) S (0,125) - - - S (0,03) 

dip-huoc-107 
Candida 

tropicalis 
S(0,25) R (1) S (0,3) S (0,125) S (0,125) S (0,06) 

dip-huoc-117 
Candida 

albicans 
S (2) I (0,25) S (0,125) S (0,125) S (0,125) S (0,06) 

dip-huoc-120 
Candida 

albicans 
S (1) I (0,5) S(0,125) S (0,03) S (0,03) S (0,03) 

dip-huoc-121 
Candida 

albicans 
S (0,5) S (0,06) S (0,06) S (0,06) S (0,06) S (0,03) 

dip-huoc-122 
Candida 

tropicalis 
SDD(4) I (0,5) I (0,5) S (0,06) S(0,125) S (0,03) 

dip-huoc-123 
Candida 

albicans 
S (2) S (0,125) I (0,5) S (0,125) I (0,5) S (0,06) 

uti-huoc-124 
Candida 

krusei 
- S (0,125) R (1) R (4) R (4) S (0,25) 

(fl= fluconazol, vor= voriconazol, cas= caspofungina, mic= micafungina, ani= anidulafungina e anfo= 

anfotericina B, S= sensível, R= resistente, I= intermediário, CIM= Concentração Inibitória Mínima). 

 

Quanto a caracterização do  biofilme, 25 (92,7%) das leveduras tiveram a capacidade 

de formação de biofilme. Destas,  21 (77,7%) leveduras exibiram uma alta atividade metabólica 

nos três intervalos de tempos pesquisados (24, 48 e 72 horas). Três leveduras (dip-hc-81, dip-

huoc-82e dip-huoc-121) 11,1% exibiram um perfil de moderada atividade metabólica nas 

primeiras 24 horas, seguidas de alta atividade nas 48 e 72 horas posteriores. C. parapsilosis 

(dip-hc-73) obtida em amostras de hemocultura conforme ilustra na (Figura 1) foi a levedura 

com maior atividade metabólica e maior pico espectral em 24 horas.  O paciente isolada essa 

levedura, apresentou contagem de linfócitos TCD4 de 46 células/µL. 
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Figura 1: Atividade formadora de biofilme de espécies de levedura avaliada nos tempos de 24, 48 e 72 

horas. 

 

4 DISCUSSÃO  

No presente estudo tivemos uma incidência de 56,2% de leveduroses, sendo 55,6% 

causadas por C. albicans. Destes pacientes, 70,3% apresentaram contagens de linfócitos TCD4 

menores que 200 células/µL e 29,7% contagem superiores a 200 células/µL.  

Com resultados semelhantes ao presente estudo no que relaciona a contagens de células 

TCD4, um estudo realizado por Anwar et al. (2012) com 165 PVHIV, confirmou leveduroses 

em 80 pacientes. Destes, 62 (77,5%) pacientes apresentaram contagens de linfócitos TCD4 

menores que 200 células/ µL e 18 (22,5%) tinham contagem superiores a 200 células/ µL. A 

contagem baixa de linfócitos TCD4 é o maior fator de risco para o desenvolvimento de 

candidíase, com risco aumentado para o surgimento de espécies de Candida não albicans como 

causadora de infecções invasivas, bem como maior índice de resistência a azóis e outros agentes 

antifúngicos28. 

Ambe NF et al. (2020) coletaram amostras de secreção oral de 378 PVHIV oriundas do 

Hospital Distrital de Kumba, como resultado, 162 (42,86%) pacientes foram diagnosticados 

com candidíase oral e a Candida albicans foi a levedura mais prevalente, totalizando 60,2% 

entre os seis isolados de Candida identificados, seguido por Candida glabrata (16,9%), 

Candida krusei (12,3%), Candida tropicalis (6,4%), Candida parapsilosis (2,3%) e Candida 

pseudotropicalis (1,8%). A candidíase oral foi observada com mais frequência entre os 
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indivíduos que possuíam taxas de linfócitos TCD4 inferior a 200 células/µl (13,23%) e a 

associação entre as células CD4 e a prevalência de candidíase oral foi estatisticamente 

significante.  

 No presente estudo, os métodos de identificação mostraram-se eficientes, uma vez que 

obtivemos uma concordância de superior a 92,59% do VITEK®2 Compact com o VITEK® MS, 

assim como na pesquisa de Batista Araújo et al. (2019) no qual compararam 79 leveduras 

identificadas pelo VITEK®2 Compact e MALDI-TOF (VITEK®MS), e observaram uma 

concordância de 92,4%. Entre o CAC e o MALDI TOF a taxa variou entre diferentes cepas, 

para a C. albicans que foi superior a 95%, 91,7% para C. tropicalis e 50% C. krusei.  Quanto 

as espécies de Cryptococcus, estudos anteriores comprovaram a eficácia do MALDI-TOF para 

a correta diferenciação das espécies26. Estudos comparativos entre o VITEK®2 e MALDI-TOF 

MS apontam resultados com um nível de acurácia podendo atingir cerca de 97% 15. 

Um estudo realizado por Lamichhane et al. (2020) em Katmandu, Nepal com 174 

PVHIV, 41 (23,6%) tinham infecção orofaríngea, 61% foram causados por C. albicans e 65% 

produziram biofilme com maior resistividade (51,9%) ao cetoconazol e a menor (22,2%) ao 

clotrimazol. Na nossa pesquisa, 92,7% das leveduras foram produtoras de biofilme e a C. 

parapsilosis foi quem apresentou maior atividade metabólica.  Estudos confirmam que 

biofilmes formados por espécies de Candida não albicans apresentaram atividades metabólicas 

mais elevadas do que biofilmes de C. albicans19,20. 

Leveduras isoladas em PVHIV além de poder formar biofilmes, são mais propensas a 

desenvolver resistência sobretudo aos azólicos28. No nosso estudo voriconazol foi a droga com 

maior índice de resistência com 18,5% dos isolados, seguidas do fluconazol com 14,8%.  

Tamai, Pakbin & Fasaei (2021) investigaram o perfil de sensibilidade antifúngica do fluconazol, 

clotrimazol, nistatina, anfotericina B, cetoconazol e flucitosina a C. albicans isoladas de PVHIV 

com infecção orofaríngea e obtiveram uma taxa de resistência superior ao nosso com 32% dos 

isolados resistentes ao fluconazol, 28% ao cetoconazol e 14% ao clotrimazol.  A anfotericina B 

não teve caso de resistência em nenhum dos estudos. Pesquisas sugerem a anfotericina B como 

a droga mais eficiente e o fluconazol menos eficiente para espécies de C. albicans 27. 

 O diagnóstico fúngico em PVHIV precisa ser assertivo e eficiente, uma vez que 

leveduroses podem dificultar o tratamento e levar ao óbito. Apesar dos meios cromogênicos 

serem eficientes, não são capazes de diferenciar algumas leveduras patogênicas. Técnicas 

automatizadas como o sistema VITEK® 2 e a proteômica por MALDI-TOF apresentam melhor 

desempenho. Além disso, estudos com MALDI-TOF MS contribuem para aumentar a precisão 

da técnica e melhorias na base de dados para ampliar o espectro para leveduras, uma vez que 
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essas têm demonstrado uma tendencia a resistência fúngica e formação de biofilmes que são 

relacionados a patogenicidade. 
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ANEXO A - APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA UFPE 
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ANEXO B - SCRIPT EM PYTHON DA ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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