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RESUMO 

Introdução: Infecções relacionadas à assitência a saúde causadas espécies de Candida estão 

cada vez mais frequentes, comprometendo ainda mais a saúde dos pacientes internados, 

inclusive o desenvolvimento de neonatos críticos em função de sua maior suscetibilidade. 

Apesar da grande importância, há poucos relatos na literatura que busquem estabelecer uma 

relação entre os isolados provenientes de infecções invasivas com aqueles provenientes do 

ambiente hospitalar. Objetivos: Analisar o perfil molecular dos isolados de Candida spp., 

provenientes de infecções invasivas em neonatos, das mucosas oral e perianal desses e do 

ambiente da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) do Hospital de Clínicas da 

Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU), pela técnica de Amplificação Aleatória de 

DNA Polimórfico (RAPD-PCR). Material e Métodos: Foram avaliadas 40 amostras de C. 

albicans e C. parapsilosis provenientes da UTIN do HC-UFU obtidas entre junho de 2015 a 

maio de 2017 pela metodologia RAPD-PCR, utilizando dois primers específicos (OPB11 e 

OPA09) com intuito de verificar se há alguma relação genética entre os isolados e tentar 

estabelecer as possíveis rotas de infecção. Resultados: Dos 40 isolados, 23 (57,5%) eram de 

C. albicans e 17 (42,5%) do complexo C. parapsilosis. A análise molecular demonstrou 23 

genótipos para C. albicans e 14 para C. parapsilosis. Alta simiaridade foi encontrada entre os 

isolados de C. albicans (CA05 e CA07), obtidos de corrente sanguínea e mucosa perianal do 

recém-nascido (RN2) com o isolado (CA06) da mucosa oral da mãe. E também entre os 

isolados (CA11 e CA14) de neonatos distintos (RN3 e RN4), além dos isolados (CA16 e 

CA17) de mucosa oral e perianal (RN5). Situação semelhante foi encontrada entre os isolados 

ambientais de C. parapsilosis (CP7 e CP14) obtidos de incubadora e pia de higienização de 

mãos, respectivamente, assim como (CP6 e CP8) obtidos da porta de entrada de funcionários 

da UTIN e da porta da sala de higienização de mãos, além dos isolados (CP4 e CP5) obtidos 

de incubadoras diferentes que apresentaram genótipo idêntico. Conclusão: Este estudo 

revelou que os isolados de C. albicans apresentou similaridade entre amostras clínicas dos 

neonatos indicando colonização prévia, sugerindo infecção de origem endógena. Já os 

isolados de C. parapsilosis apresentou maior similaridade genética entre isolados ambientais, 

indicando o ambiente como possível reservatório, possibilitando a disseminação da espécie na 

unidade. Conhecer o parentesco dos isolados é essencial para estabelecer possíveis medidas 

de controle e prevenção a fim de evitar disseminação na unidade e reduzir a incidência de 

candidíases invasivas. 
 

Palavras-chave: UTIN; C. albicans; C. parapsilosis; ambiente; recém-nascido; RAPD-PCR 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Infections related to health care caused by Candida species are more and more 

frequent, compromising the health of inpatients even more, including the development of 

critical neonates due to their greater susceptibility. Despite its great importance, there are few 

reports in the literature that seek to establish a relationship between isolates from invasive 

infections and those from the hospital environment. Objectives: To analyze the molecular 

profile of Candida spp. Isolates from invasive infections in neonates, their oral and perianal 

mucosa and the environment of the Neonatal Intensive Care Unit (NICU) at Hospital de 

Clínicas, Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU), by the technique of Random 

Amplification of Polymorphic DNA (RAPD-PCR). Material and Methods: 40 samples of C. 

albicans and C. parapsilosis from the NICU of HC-UFU obtained between June 2015 and 

May 2017 by the RAPD-PCR methodology were evaluated, using two specific primers 

(OPB11 and OPA09) in order to check if there is any genetic relationship between the isolates 

and try to establish the possible routes of infection. Results: Of the 40 isolates, 23 (57.5%) 

were from C. albicans and 17 (42.5%) from the C. parapsilosis complex. The molecular 

analysis showed 23 genotypes for C. albicans and 14 for C. parapsilosis. High similarity was 

found among C. albicans isolates (CA05 and CA07), obtained from blood and perianal 

mucosa of the newborn (RN2) with the isolate (CA06) from the mother's oral mucosa. And 

also among isolates (CA11 and CA14) from different neonates (RN3 and RN4), in addition to 

isolates (CA16 and CA17) from oral and perianal mucosa (RN5). A similar situation was 

found among the environmental isolates of C. parapsilosis (CP7 and CP14) obtained from an 

incubator and hand washing sink, respectively, as well as (CP6 and CP8) obtained from the 

NICU entrance door and the room door hand hygiene, in addition to the isolates (CP4 and 

CP5) obtained from different incubators that had identical genotype. Conclusion: This study 

revealed that C. albicans isolates showed similarity between clinical samples of neonates 

indicating previous colonization, suggesting infection of endogenous origin. The C. 

parapsilosis isolates, on the other hand, showed greater genetic similarity between 

environmental isolates, indicating the environment as a possible reservoir, enabling the 

dissemination of the species in the unit. Knowing the kinship of the isolates is essential to 

establish possible control and prevention measures in order to avoid dissemination in the unit 

and to reduce the incidence of invasive candidiasis. 

 

Keywords: UTIN; C. albicans; C. parapsilosis; environment; Newborn; RAPD-PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

A sobrevida de recém-nascidos (RN) prematuros aumentou consideravelmente nos 

últimos anos em virtude dos avanços ocorridos na Neonatologia e pelo emprego de modernas 

tecnologias na Medicina, que permitiram a manutenção do RN em ambiente hospitalar até que 

o mesmo complete o seu desenvolvimento e maturação de órgãos e sistemas. Durante a 

permanência dos mesmos no ambiente hospitalar, os RN fazem uso de vários dispositivos 

invasivos que auxiliam na manutenção das funções vitais e permitem a administração de 

nutrientes e medicamentos. A permanência prolongada dos mesmos em ambiente hospitalar, 

somado aos diversos procedimentos invasivos aos quais são submetidos e ao sistema imune 

imaturo, favorecem a instalação e desenvolvimento de infecções que podem ser graves e levar 

o paciente ao óbito (GARZILLO, 2017). 

Em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) os RN apresentam alto risco de 

desenvolver Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) por fatores intrínsecos 

como: pouca idade gestacional (<28 semanas), baixo peso ao nascer (<1500g), malformação 

congênita, cirurgias variadas, patologias pulmonares, sendo displasia broncopulmonar a mais 

frequente, cirurgias abdominais por causa de enterocolite necrotizante, imaturidade das 

barreiras (pele, mucosa) e das respostas imunes sistêmicas (GARCÍA et al. 2019; BOO; 

CHEAH, 2016; CHARSIZADEH, 2018; CANTEY; MILSTONE, 2015; DAHAN, 2016). 

Além disso, alguns procedimentos que são importantes no suporte e no cuidado para 

sustentar a vida, não estão isentos de apresentar riscos e complicações aos neonatos e podem 

ser considerados fatores de risco extrínsecos para ocorrência de IRAS em neonatos admitidos 

em UTIN (GARCÍA et al, 2019). Dentre eles, destacam: uso de cateter venoso central (CVC), 

cateter venoso umbilical (CVU), cateter de inserção periférica (PICC), ventilação mecânica, 

nutrição parenteral, drenos, sondas, uso prolongado de CVC (>21 dias) e nutrição parenteral 

(>14 dias), elevada manipulação de cateteres (>200 vezes ao dia), além do tempo de 

hospitalização prolongado e terapia antimicrobiana de amplo espectro (GARCÍA et al, 2019; 

ROSADO et al, 2018; TZIALLA et al., 2015). 

Estudos científicos mostram que a taxa de IRAS em neonatos de extremo baixo peso 

(<1000g) e/ou pequena idade gestacional (<28 semanas) em países desenvolvidos, como a 

Alemanha, pode chegar a 42,8%, sendo Pseudomonas aeruginosa o patógeno que apresentou 

maior taxa de letalidade (50%), seguido por Candida albicans (24%), Escherichia coli e 

Klebsiella spp., ambos com frequência de 11% (HÄRTEL et al, 2020). O principal micro-

organismo responsável pela ocorrência de IRAS em países desenvolvidos, como a Itália, é o 
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Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) (21,4%), seguidos de Escherichia coli (15,1%), 

Staphylococcus aureus (12,4%) (BERARDI et al, 2019).  

Entre os SCoN destaca-se S. epidermidis, que coloniza pele e mucosas e ganha 

destaque pois, pode translocar desses sítios para a corrente sanguínea, visto que a pele do RN 

é mais delgada e não é totalmente queratinizada. Assim, S. epidermidis pode penetrar mais 

facilmente essas barreiras e causar infecção nos neonatos mais do que em outros pacientes. S. 

aureus também é responsável por elevadas taxas de IRAS em berçários ao redor do mundo 

(11% a 34%), como nos Estados Unidos, onde há relatos de que os membros da equipe 

multiprofissional são o principal reservatório (HSU et al, 2020; CAMACHO-GONZALEZ; 

SPEARMAN; STOLL, 2013). 

Entre as espécies de micro-organismos Gram-negativos, Escherichia coli é mais 

frequente, e apresenta uma taxa de mortalidade igual a 11,2%, porém Pseudomonas 

aeruginosa, apesar da frequência menor, é líder em mortalidade (57,1%) (HÄRTEL et al, 

2020). 

Já em países em desenvolvimento, bacteremias por bactérias Gram-negativas são mais 

comuns, sendo responsáveis por até 45% dos casos. Os micro-organismos mais 

frequentemente isolados são Klebsiella spp. (22,8%), E. coli (4,84%) e Acinetobacter spp. 

(4,59%). A taxa de mortalidade por IRAS chega a 20,59%, sendo Klebsiella spp. responsável 

por mais de um terço das mortes, enquanto Pseudomonas spp. apresentam maior letalidade 

com 51,4% dos casos (HAMMOUD et al, 2017).  

As infecções fúngicas, assim como as causadas por Gram-negativos, têm se tornado 

prevalente em UTIN devido às condições da prematuridade dos RN que requer uso de 

nutrição parenteral, CVC, ventilação mecânica, intubação traqueal e uso de terapia 

antimicrobiana (CANTEY; MILSTONE, 2015; TZIALLA et al., 2015). Espécies de Candida 

são responsáveis pela maioria das infecções fúngicas invasivas, sendo a de corrente 

sanguínea, denominada Candidemia, a mais frequente, e a que apresenta maiores taxas de 

mortalidade (CANTEY; MILSTONE, 2015; TZIALLA et al., 2015).  

As IRAS por Candida spp. apresentam destacada importância médica e econômica por 

estar associada ao aumento das taxas de morbimortalidade e, consequentemente, dos custos 

hospitalares (WARRIS et al, 2020; CHARSIZADEH et al, 2018; SILVA et al, 2015). 

Em UTIN, Candida spp. é o quinto micro-organismo mais isolado de infecções 

invasivas nos Estado Unidos (HSU et al, 2020), terceiro no Kuwait (HAMMOUD et al, 

2017), terceiro em países em desenvolvimento, como a Brasil e Chile, e quinto na Colômbia 
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(CORTÉS et al, 2020; URZEDO et al, 2014; IZQUIERDO; SANTOLAYA, 2014), sendo C. 

albicans e C. parapsilosis as espécies mais frequentes (MENEZES et al, 2019; 

SENEVIRATNE et al, 2016; URZEDO et al, 2014; IZQUIERDO; SANTOLAYA, 2014). 

Além disso, apresenta a segunda maior taxa de mortalidade em países como Alemanha 

(HARTEL, et al, 2020). 

As candidíases invasivas geralmente têm origem endógena, pois pode resultar da 

proliferação ou alteração da microbiota humana, devido ausência ou deficiência da resposta 

imune adequada do hospedeiro (SABINO et al., 2015). Entretanto, sabe-se que algumas 

infecções por Candida spp. tem origem exógena, já que as leveduras podem estar presentes 

desde o chão do hospital até no leito do paciente, nos dispositivos médicos, nas soluções de 

nutrição parenteral e até mesmo na superfície dos dispositivos intravasculares. Dessa forma, a 

presença desse micro-organismo no ambiente hospitalar propicia inicialmente a colonização 

dos pacientes e, em muitos casos, o desenvolvimento da infecção naqueles indivíduos que 

apresentem alguma lesão na pele ou estejam em uso de dispositivo invasivo, como cateter, 

dreno, dentre outros (CHARSIZADEH et al., 2018; MUSKETT et al., 2011).  

C. albicans é o principal patógeno responsável por micoses superficiais e invasivas em 

neonatos (36,4%), crianças e adolescentes (49,8%) em países europeus (WARRIS, et al, 

2020), porém,  espécies de Candida não-albicans como C. parapsilosis, C. glabrata, C. 

tropicalis e C. krusei podem ser responsáveis por mais da metade dos casos de candidíase 

invasiva ao redor do mundo (WARRIS, et al, 2020; ALVES et al, 2020; KOOSHKI et al., 

2018; SILVA et al., 2015). Infecções causadas por Candida não-albicans possui uma 

importância clínica maior devido a sua gravidade e, em alguns casos, por geralmente 

mostrarem-se menos susceptíveis a ação dos azóis, antifúngicos mais empregados na terapia 

(RUIZ-GAITÁN et al, 2019; KOOSHKI et al., 2018; CHARSIZADEH et al., 2018; MALEK 

et al., 2017).  

Dentre as espécies não-albicans destaca-se C. auris, identificada primeiramente no 

Japão, e que tem avançando pela África, Europa e América, levantando preocupação por sua 

alta taxa de mortalidade (58,2%) e capacidade de provocar surtos, devido sua dificuldade de 

identificação, alta transmissão, resistência a antifúngicos e a compostos desinfetantes (RUIZ-

GAITÁN et al, 2019).  

Estudos realizados em todo o mundo têm mostrado a associação das infecções 

adquiridas no ambiente hospitalar à prática inadequada de higienização das mãos e à 

reservatórios inanimados (CAMPANARO et al., 2016; SORIA et al., 2016; HERNÁNDEZ-

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1156523317303554?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1156523317303554?via%3Dihub#!
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CASTRO et al., 2010). Estima-se que 1,7 milhões de infecções estejam associadas ao cuidado 

em saúde e, deste, 100.000 mortes associadas a IRAS (CAMPANARO et al., 2016).   

Nesse sentido, os profissionais de saúde, na condição de colonizados por micro-

organismos em decorrência das atividades no ambiente de trabalho, e muitas das espécies 

resistentes a algumas classes de antimicrobianos utilizadas no tratamento de infecções 

invasivas, passam a veicular esses agentes para pacientes e outros profissionais de saúde, 

como Ben Abdeljelil  et al. (2011) relatou em seu trabalho, transmissão horizontal de isolados 

encontrados nas unhas dos profissionais de uma UTIN na Tunísia. Dessa forma os 

profissionais de saúde tornam-se participantes da cadeia epidemiológica das IRAS (SILVA et 

al., 2016).  

A incorporação de métodos moleculares para a tipagem de patógenos nosocomiais tem 

ajudado nos esforços para obter uma avaliação mais assertiva dos micro-organismos. 

Estabelecer a clonalidade dos agentes patogênicos pode auxiliar na identificação da fonte 

(ambiental ou pessoal) e distinguir as amostras infecciosas de não infecciosas. Muitas das 

espécies que são principais causas de infecção adquiridas no hospital também são micro-

organismos comensais e, portanto, é importante determinar se o isolado recuperado do 

paciente é um micro-organismo patogênico que causou a infecção ou uma contaminante 

comensal que provavelmente não é a fonte da infecção (BERTONE et al., 2016; BEN 

ABDELJELIL et al, 2011). 

A resposta ao tratamento medicamentoso muitas vezes depende da correta 

identificação das espécies envolvidas no processo infeccioso de forma rápida e precisa 

(SARIGUZEL et al., 2015). Nas últimas décadas, uma grande variedade de técnicas de 

tipagem de amostras tornou-se disponível através do uso de ferramentas moleculares que 

incluem Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE), Reação em Cadeia pela Polimerase 

em tempo real (qPCR), Microssatélite, análise de Polimorfismo de Comprimento de 

Fragmento de Restrição (RFLP), Polimorfismo de DNA Amplificado Aleatoriamente 

(RAPD), Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLP), Eletroforese de 

Enzima Multilocus (MLEE), PCR uniplex e multiplex, sequenciamento de regiões 

específicas, Espectrometria de Massa de Tempo de Voo com Dessorção a Laser Assistida por 

matriz (MALDI-TOF MS) dentre outras, cujo intuito consiste na identificação e 

caracterização dos patógenos (ARASTEHFAR et al., 2019; ASADZADEH et al., 2019; 

BARBEDO et al., 2017; ZAMBRANO et al., 2015).  Os métodos genotípicos têm vantagens 

sobre os métodos fenotípicos, principalmente por causa da estabilidade de marcadores 
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genômicos, o que possibilita sua utilização para investigação das relações genéticas entre os 

isolados em surtos hospitalares (BARBEDO et al., 2017). 

 Dentre as metodologias empregadas na identificação das amostras, a técnica do 

RAPD-PCR, geralmente é precisa, de simples execução, rápida e econômica, quando 

comparada com outras técnicas consideradas padrão ouro em discriminar linhagens, como 

PFGE, sendo esta bastante utilizada em estudos epidemiológicos e para traçar surtos 

hospitalares. Porém, apresenta algumas limitações como: longo tempo necessário para 

obtenção dos resultados, complexidade da técnica e alto custo, o que dificulta realização de 

grande número de testes. Há relatos de que a técnica de RAPD-PCR apresenta maior poder 

discriminatório quando comparado com PFGE, e a importância de se combinar as duas ou 

mais técnicas pode contribuir para o entendimento da dinâmica populacional de micro-

organismos patogênicos e na identificação da fonte de infecção da qual depende a abordagem 

preventiva (BEN ABDELJELIL et al., 2011).  

2  OBJETIVOS  

Apesar da grande importância das infecções desencadeadas por leveduras do gênero 

Candida, há ainda poucos relatos na literatura que busquem estabelecer uma relação entre os 

isolados provenientes de infecções invasivas com aqueles provenientes do ambiente 

hospitalar. Essa escassez de trabalhos que abordem essa temática levou à proposição deste 

trabalho com o objetivo de analisar o perfil molecular dos isolados de Candida spp., 

provenientes de infecções invasivas em neonatos internados na UTIN do Hospital de Clínicas 

da Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU), das mucosas oral e perianal desses RN 

com infecção fúngica confirmada e do ambiente da unidade, com intuito de avaliar se há 

alguma relação genética entre esses isolados e estabelecer as possíveis rotas de infecção por 

espécies de Candida na unidade. 

3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Amostra de estudo  

Entre julho de 2015 e maio de 2017 foram obtidos 40 isolados de Candida spp.  

provenientes de amostras clínicas de neonatos internados e do ambiente da na UTIN do HC-

UFU, como demonstrado na Figura 1.  Esses isolados foram estocados em caldo Brain Heart 

Infusion (BHI) com glicerol em freezer a -20ºC no Laboratório do Curso Técnico em Análises 
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Clínicas da Escola Técnica de Saúde (ESTES) da Universidade Federal de Uberlândia.

 

Figura 1: Fluxograma dos locais de isolamento das amostras de Candida spp. incluídas no estudo  

 

3.2 Avaliação do perfil molecular pela técnica de RAPD-PCR 

 3.2.1 Extração do DNA 

 Esse procedimento foi realizado a partir de cultivo dos isolados em meio Agar 

Sabouraud Dextrose (ASD), incubado por 24 horas a 35ºC. Após este período, as células 

foram coletadas através de alça bacteriológica, suspendidas em 500µL de tampão de extração 

(2,2g de Cloreto de Sódio; 0,75g de Dodecil Sulfato de Sódio; 60 mL de Tris HCL pH 8,5 a 

0,5 M; 7,5mL EDTA; 150 mL água destilada) com 0,2µL de esferas de Zircônia seguida de 

agitação em agitador tipo vórtex por dois minutos. A suspensão foi centrifugada em 2000rpm 

por cinco minutos e transferida para outro tubo tipo eppendorf de 2 mL, sendo adicionado 

500µL da mistura de Fenol-Clorofórmio, homogeneizado por 10 segundos, manualmente e 

seguido de centrifugação (15 minutos a 18.000g a 4ºC). O sobrenadante foi coletado e tratado 

com isopropanol absoluto gelado e deixado no freezer a -20ºC overnight. Após esse período, 

foi realizada nova centrifugação (por 10 minutos a 18.000g). O sedimento (DNA) foi lavado 

pela adição de etanol gelado (70%) com uma nova centrifugação por 10 minutos. Após seco à 
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temperatura ambiente o DNA foi ressuspenso em 50 µL de água destilada esterilizada e 

mantido em overnight a 4°C. Em seguida, foi acrescentado 10 µg/mL de RNAse e incubada a 

37ºC por 30 minutos. Posteriormente, o DNA em solução foi estocado à temperatura de -20ºC 

até o momento do uso. O DNA extraído foi quantificado utilizando um espectrofotômetro 

(BioDrop Duo, Harvard Bioscience, Holliston, United States) e a qualidade do DNA extraído 

foi verificada através de uma eletroforese a 90 Volts (V) por 1 hora, utilizando 5µL do DNA 

de cada amostra acrescido de 5 µL da solução de corrida em gel de agarose 0,8% preparado 

com TBE 0,5X (54g de Tris-Base; 3,72g de EDTA; 27,83g de Ácido Bórico; qsp 1000 mL de 

água destilada, ajustado pH a 8,5 com HCl 50%). Após a corrida eletroforética, os géis foram 

observados sob luz ultravioleta e as imagens capturadas empregando o sistema de 

fotodocumentação (L-Pix HE, Loccus Brasil, Cotia, SP, Brasil) (BACELO et al. 2009).  

3.2.2 Técnica Molecular 

 Para a análise do DNA a técnica da Reação em Cadeia da Polimerase do DNA 

Polimórfico Amplificado Aleatoriamente (RAPD-PCR) foi utilizada (WILLIAMS et al., 

1995) com os primers OPA9 e OPB11 (Operon Technologies Inc.), com as seguintes 

sequências: OPA9: (5’ GGGTAACGCC 3’) e OPB11: (5’ GTAGACCCGT 3’). As reações 

foram realizadas em volume final de 25µL contendo 1µL de DNA molde (5ng/mL); 

0,25mMol de cada desoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dTTP e dGTP) (Neotaq – NeoBio, 

Botucatu, SP, Brasil); 1,25U da Taq Polimerase Platinum™ (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, 

EUA) com o tampão de reação apropriado, 2,5mM de MgCl2 e 40 pmol do oligonucleotídeo 

iniciador. Todas as amplificações foram realizadas em termociclador (Eppendorf, Mastercycle 

gradiente). O ciclo inicial de amplificação foi de 4 minutos a 94ºC, seguido de 40 ciclos de: 

94ºC por 1 minuto, 36ºC por 1 minuto e 72ºC por 1,5 minutos; ao final dos 40 ciclos uma 

extensão de 10 minutos à temperatura de 72ºC.  

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2% 

contendo 2μL/mL do corante fluorescente EasyView (EasyPath, São Paulo, SP, Brasil). Os 

géis foram observados sob luz ultravioleta (L-Pix HE, Loccus Brasil, Cotia, SP, Brasil) e 

imagens foram capturadas utilizando o sistema de fotodocumentação (Image Lab-1D Loccus 

Brasil, Cotia, SP, Brasil). O tamanho de cada banda formada no gel RAPD-PCR eletroforese 

foi comparada com os padrões moleculares (100bp, Ludwig Biotec, Alvorada, RS, Brasil). O 

perfil de cada amostra foi analisado visualmente. As bandas foram representadas como 

presentes (1) ou ausentes (0). Estes dados permitiram a construção de matrizes de valores 



19 
  

binários que foram analisadas utilizando o conjunto de programas estatísticos Multi-variate 

Statistical Package (MVSP) versão 3.21 (Kovach Computing Services, UK.). 

3.3 Análises dos dados 

As relações genéticas (coeficientes de similaridade) foram calculadas através do 

coeficiente de Jaccard (Sj), que se baseia na posição dos fragmentos. Sj é calculado pela 

fórmula: Sj =  nAB /  (nAB + a + b), onde nAB  representa o número de bandas compartilhadas 

por duas amostras, a  representa o número de bandas exclusivas para a primeira amostra e b 

representa o número de bandas exclusivas para segunda amostra (SOLL, 2000). Um valor de 

Sj de 1,00 e 0,99 representa o mesmo genótipo, valores entre 0,80 e 0,99 representam 

amostras relacionadas clonalmente (altamente similares, mas não idênticas) e valores 

inferiores a 0,80 representam amostras distintas. Os dendrogramas baseados nos valores de Sj 

foram gerados pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method With Arithmetical 

Averages).  

3.4 Comitê de Ética  

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da Universidade Federal de Uberlândia (CEP-UFU), com número de CAAE: 

40921314.4.0000.5152, parecer número: 989.139. 
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4 RESULTADOS  

Durante o período de estudo foram obtidos 40 isolados Candida spp., sendo 23 de C. 

albicans (57,5%) e 17 de C. parapsilosis (42,5%), dos quais 26 (65%) foram provenientes de 

amostras clínicas de 13 neonatos internados na UTIN do HC-UFU, com destaque para as 

candidemias (n=14; 35%), das quais 57,2% foram causadas por C. albicans; seguidas por 

colonização perianal (n=7; 17,5%) ocasionadas 100% por C. albicans  e dos isolados 

ambientais (11/40; 27,5%), dos quais a espécie mais frequente  foi C. parapsilosis (7/11; 

63,6%) (Tabela 1).  

Aqui, destacamos o RN6, que apresentou dois episódios de candidemia, sendo o 

primeiro por C. albicans e o segundo por C. parapsilosis. 

 

Tabela 1. Distribuição das espécies de Candida incluídas no estudo por sítio de isolamento. 

Sítio de isolamento C. albicans (n=23) C. parapsilosis (n=17) Total por sítio 

Corrente sanguínea 8 (34,5%) 6 (35%) 14 (35%) 

LCR* 1 (4,5%) - 1 (2,5%) 

Dispositivo (dreno abdoninal) - 1 (6%) 1 (2,5%) 

Mucosa perianal 7 (30,5%) - 7 (17,5%) 

Mucosa oral 1 (4,5%) 2 (12%) 3 (7,5%) 

Ambiente 4 (17%) 7 (41%) 11 (27,5%) 

Mães 2 (9%) 1 (6%) 3 (7,5%) 

Total de isolados 23 (100%) 17 (100%) 40 (100%) 

Nota: *Líquido Cefalorraquidiano. 

 

A análise molecular combinada realizada por RAPD-PCR com os primers 

OPA9/OPB11 revelou a existência de vinte e três perfis genéticos diferentes entre os isolados 

de C. albicans (Tabela 2). 
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Tabela 2. Caracterização genotípica dos isolados C. albicans provenientes da UTIN do HC-UFU 

entre julho de 2015 e maio de 2017 

Origem 

amostra 

Código 

isolado 

Genótipo 

OPA9 

Genótipo 

OPB11 

OPA9/ 

OPB11 
Sítio de isolamento Data da Coleta 

Local de 

internação 

Amb1 CA01 N k g1 Incubadora 36 03 Julho de 2015 - 

RN1 CA02 O l g2 Corrente sanguínea RN1 14 Outubro de 2015 L39 

RN1 CA03 P m g3 LCR RN1 19 Outubro de 2015 L39 

Amb2 CA04 Q n g4 Incubadora 38 12 Dezembro de 2015 - 

RN2 CA05 R o g5 Corrente sanguínea RN2 12 Janeiro de 2016 L37 

RN2 CA06 R p g6 Mãe boca RN2 12 Janeiro de 2016 - 

RN2 CA07 R q g7 Mucosa Perianal RN2 12 Janeiro de 2016 L37 

Amb3 CA08 S n g8 Pia Ralo canto UTI2 12 Janeiro de 2016 - 

RN3 CA09 T r g9 Mucosa Perianal RN3 01 Março de 2016 L34 

Amb4 CA10 U s g10 Ralo pia 2 UTI2 TR 01 Março de 2016 - 

RN3 CA11 U t g11 Corrente sanguínea RN3 23 Março de 2016 L35 

RN3 CA12 V t g12 Mucosa Perianal RN3 23 Março de 2016 L32 

RN4 CA13 W u g13 Corrente sanguínea RN4 23 Março de 2016 L32 

RN4 CA14 U u g14 Mucosa Perianal RN4 23 Março de 2016 L32 

RN5 CA15 X v g15 Corrente sanguínea RN5 21 Junho de 2016 L36 

RN5 CA16 Y w g16 Mucosa Oral RN5 21 Junho de 2016 L36 

RN5 CA17 Y x g17 Mucosa Perianal RN5 21 Junho de 2016 L36 

RN5 CA18 Y y g18 Mão da mãe RN5 21 Junho de 2016 - 

RN6 CA19 Z z g19 Corrente sanguínea RN6 01 Julho de 2016 L36 

RN7 CA20 Y aa g20 Corrente sanguínea RN7 02 Fevereiro de 2017 L32 

RN7 CA21 AA ab g21 Mucosa Perianal RN7 02 Fevereiro de 2017 L32 

RN8 CA22 AB t g22 Corrente sanguínea RN8 15 Maio de 2017 L35 

RN8 CA23 AA t g23 Mucosa Perianal RN8 15 Maio de 2017 L35 

Nota: Amb: Amostras do ambiente; CA: C. albicans; L: Leito=incubadora; RN: recém-nascido; Letras N – AB: 

denominação dos genótipos observados após análise combinada testes com primer OPA09, Letras k – ab: análise com 

primer OPB11; Números: g1 – g23: genótipos observados após análise combinada de resultados de RAPD-PCR com os 

primers OPA09 e OPB11. 

 
 Os três isolados relacionados ao RN2 (CA5, CA6 e CA7) apresentaram perfil genético 

altamente similar entre si, formando o cluster A1 e o isolado CA6 e CA7 formaram o cluster 

interno A por estarem mais intimamente relacionado (SJ ≥ 0,90).  Da mesma forma, dois 

isolados clínicos (CA11 e CA14) provenientes de dois neonatos distintos, RN3 e RN4 

respectivamente, apresentaram alta similaridade, formando o cluster B. Por fim, a análise 
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molecular revelou que os isolados CA16 e CA17, provenientes das mucosas oral e perianal do 

RN6 foram altamente similares, formando o cluster C (Figura 2 e 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Dendograma obtido com a análise realizada com os primers OPA09 e OPB11 com os 

isolados de C. albicans incluídos no estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3: Variação genética em isolados de C. albicans determinada por análise RAPD-PCR 

usando primer OPA09. Coluna P: peso molecular padrão 100 pb; coluna NEG: controle negativo; 

ATCC: estirpe 90028; outras colunas: amostras clínicas ou ambientais; A, A1 e B são os clusters 

formados, representação demostrando similaridade genética entre os isolados. 

A identificação, os locais de isolamento e a análise molecular combinada realizada 

pelos primers OPA9 e OPB11 revelou a existência de quatorze perfis genéticos diferentes 

para C. parapsilosis (Tabela 3).  

0,90 
0,80 
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Tabela 3. Caracterização genotípica dos isolados C. parapsilosis provenientes da UTIN do HC-

UFU entre julho de 2015 e maio de 2017 

Origem 

amostra 

Código 

isolado 

Genótipo 

OPA9 

Genótipo 

OPB11 

OPA9/ 

OPB11 
Sítio de isolamento Data da Coleta 

Local 

internação 

RN9 CP1 A a I Mucosa Oral RN9 01 Março de 2016 L34 

RN9 CP2 A a I Corrente sanguínea RN9 01 Março de 2016 L34 

RN9 CP3 A b II Mão da mãe RN9 01 Março de 2016 - 

Amb5 CP4 B c III Incubadora 33 01 Março de 2016 - 

Amb6 CP5 B c III Incubadora 35 01 Março de 2016 - 

Amb7 CP6 C d IV Porta de entrada funcionários UTIN 01 Março de 2016 - 

Amb8 CP7 D c V Incubadora 35 23 Março de 2016 - 

Amb9 CP8 E c VI Porta da sala de higienização mãos 23 Março de 2016 - 

RN10 CP9 F e VII Corrente sanguínea RN10 17 Julho de 2016 L39 

RN10 CP10 G f VIII Dispositivo invasivo (dreno) RN10 17 Julho de 2016 L39 

RN6 CP11 H g IX Corrente sanguínea RN6 20 Julho de 2016 L32 

RN11 CP12 I h X Corrente sanguínea RN11 30 Janeiro de 2017 L35 

Amb10 CP13 J i XI Incubadora 35 30 Janeiro de 2017 - 

Amb11 CP14 K c XII Pia de higienização das mãos 30 Janeiro de 2017 - 

RN12 CP15 L c XIII Corrente sanguínea RN12 24 Março de 2017 L32 

RN12 CP16 L c XIII Mucosa oral RN12 24 Março de 2017 L32 

RN13 CP17 M j XIV Corrente sanguínea RN13 04 Abril de 2017 L41 

Nota: Amb: Amostras do ambiente; CP: C. parapsilosis; L: Leito=incubadora; RN: recém-nascido; Letras A – 

M: denominação dos genótipos observados após análise com primer OPA09, Letras a – j: análise com primer 

OPB11; Números I-XIV: genótipos observados após análise combinada de resultados de RAPD-PCR com os 

primers OPA09 e OPB11.  

 

 

Os dois isolados provenientes do RN9 (CP1 e CP2) apresentaram perfil genético 

idêntico, representado pelo genótipo I. Da mesma forma, dois isolados ambientais, CP4 e 

CP5, ambos obtidos na mesma coleta, porém de leitos distintos, mostraram perfis idênticos 

por apresentarem o mesmo genótipo III. Por fim, a análise molecular revelou que os isolados 

CP15 e CP16, provenientes da isolados clínicos do RN5, respectivamente, são idênticos – 

genótipo XIII. Os isolados ambientais (CP6; CP8 e CP7; CP14), que apresentaram alta 

similaridade, foram identificados pela formação de dois clusters (X e Y) respectivamente, e o 

cluster (Z) foi formado por dois isolados (CP9 e CP10) provenientes de amostras clínicas 

(corrente sanguínea e dispositivo invasivo) do RN10 (Figura 4).  
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Figura 4: Dendograma obtido com a análise realizada com os primers OPA09 e OPB11 com os 

isolados de C. parapsilosis incluídos no estudo. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Variação genética em isolados de C.parapsilosis determinada por análise RAPD-

PCR usando primer OPA09. Coluna P: peso molecular padrão 100 pb; coluna NEG: controle 

negativo; ATCC: estirpe 90028; outras colunas: amostras clínicas e ambientais; I e III clusters 

formados, representação demostrando similaridade genética entre os isolados. 

 

A análise molecular demonstrou uma alta similaridade entre os isolados (CP6 e CP8), 

provenientes da porta de acesso a UTIN e da porta da sala de higienização das mãos, 

respectivamente. São locais distintos, porém próximos e coletados em período distintos 

(intervalo de 22 dias), conforme demostrados na Figura 6.  
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Figura 6: Representação esquemática da UTIN do HC-UFU e local da coleta dos isolados que 

apresentaram similaridade entre si. Os retângulos enumerados na parte superior representam as 

incubadoras e os seus respectivos leitos. Os círculos representam os isolados de C. parapsilosis do 

ambiente e os triângulos os isolados de C. albicans clínicos. Os círculos azuis representam os isolados 

(CP4 e CP5), os verdes representam os isolados (CP7 e CP14) e os roxos representam os isolados 

(CP6 e CP8). Os triângulos vermelhos representam isolados (CA11 e CA14). 

5 DISCUSSÃO 

As Infecções Relacionadas à Assitência à Saúde, causadas por Candida spp., são um 

problema de saúde pública devido a sua gravidade e por apresentarem elevadas taxas de 

morbimortalidade (KELLY; BENJAMIN; SMITH, 2015). A incidência e as espécies podem 

variar entre regiões geográficas, hospitais e até mesmo entre unidades de um mesmo hospital 

e é afetada por atores como diferenças nas práticas de saúde e nos perfis dos pacientes. 

Mesmo o tamanho do hospital estudado, os antifúngicos disponíveis, o modo e o tempo 

demandado para o diagnóstico podem influenciar nas taxas de incidência de candidemia. 

(CANELA et al, 2018).  

Durante o período de estudo foi observado 14 casos de candidemia, sendo oito por C. 

albicans (57,1%) e seis C. parapsilosis (42,9%), que corresponde 4,8% do total de infecções 

no período. Esse resultado foi menor em comparação com estudos anteriores realizados na 

unidade que apresentaram taxas de 7,3% e 6,7% (URZEDO et al., 2014; MENEZES et al., 

2020). A porcentagem de candidemia ocasionada por C. albicans em UTIN chega a 60,1% em 

alguns países, resultados que estão em consonância com distribuição da espécie do nosso 

estudo (WARRIS et al., 2020). Porém, a frequência de candidemias por C. parapsilosis segue 
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mais alta quando comparada com países da Europa (27,7%) (WARRIS et al., 2020) e Irã 

(24.4%) (CHARSIZADEH et al,. 2018). 

Saber se pacientes críticos, como neonatos, estão colonizados por micro-organismos 

patogênicos é de extrema importância para o entendimento de infecções invasivas, 

especialmente as candidemias, já que a maioria dessas infecções tem origem endógena e são 

precedidas de colonização, especialmente do Trato Gastrointestinal (SABINO et al., 2015). 

Neste estudo, podemos inferir que a colonização de mucosas foi um fator importante para 

ocorrência de infecções, devido à alta similaridade genética encontrada entre alguns isolados. 

A colonização é um marcador forte e confiável para potencial candidíase invasiva, portanto, o 

monitoramento próximo e a detecção precoce de colonização por Candida spp. em pacientes 

críticos e internados em UTI torna-se crucial (CHARSIZADEH, et al., 2018).  

A análise molecular de C. albicans demonstrou elevada similaridade genética entre 

isolados clínicos (CA11 e CA14), de neonatos distintos (RN3 e RN4) que estavam em leitos 

diferentes (L33 e L35), porém próximos. Essa semelhança sugere que esses isolados podem 

pertencer a um mesmo reservatório e que podem estar sendo levados através das mãos dos 

profissionais da saúde. Esses resultados chamam a atenção para importância da 

conscientização dos profissionais de saúde para a correta higienização das mãos, bem como 

da higienização do ambiente hospitalar, a fim de evitar a disseminação de micro-organismos 

patogênicos para pacientes críticos, como os neonatos. Tais medidas evitam a transmissão 

horizontal de micro-organismos presentes no ambiente hospitalar (CAMPANARO et al., 

2016).  

Elevada similaridade genética também foi observada entre dois isolados (CA16 e 

CA17) de mucosas, ambos de um mesmo neonato (RN5) porém de sítios diferentes, 

sugerindo colonização do trato gastrointestinal por C. albicans. Estes resultados estão em 

consonância com a literatura, que relatam que grande parte das candidemias tem origem 

endógena e que são precedidas por colonização do Trato Gastrointestinal, de mucosas ou da 

pele (SABINO et al., 2015; SAMPAIO et al., 2003).  

Situação semelhante também foi observada entre os isolados de hemocultura (CA05) e 

mucosa perianal (CA07) provenientes do RN2, sugerindo infecção de origem endógena. Além 

disso, verificou-se que o isolado obtido da boca da mãe do RN2 (CA06) apresentou uma 

similaridade ainda maior (Sj=0,90) com o isolado da mucosa perianal do neonato. Isso sugere 

que possa ter ocorrido transmissão horizontal do isolado, pois na UTIN do HC-UFU as mães 

participam dos cuidados e tem contanto constante com o neonato. Essa condição, apesar de 
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ser comprovadamente importante para o desenvolvimento do neonato, pode potencializar 

transmissão de micro-organismos patogênicos e demonstra ser importante no entendimento da 

rota de aquisição de Candida spp. (ABDALLAH et al, 2015).  

Para confirmar essa similaridade, é necessário a realização de estudos mais robustos 

com a aplicação de técnicas moleculares mais sensíveis, como o sequenciamento genético. 

Porém, nossos achados apontam para necessidade de campanhas de conscientização para pais 

de recém-nascidos internados na UTIN sobre a importância da higienização das mãos antes e 

após o contato com o neonato, a fim de diminuir as chances de transmissão de patógenos 

(MENEZES et al., 2020). 

A análise molecular de C. parapsilosis revelou genétipos idênticos (I e III) entre 

isolados (CP1; CP2) e (CP15; CP16), ambos de corrente sanguínea e mucosa oral de neonatos 

distintos, RN9 e RN12 respectivamente, sugerindo também infecção de origem endógena. 

Sabe-se que a maioria dos casos de candidíases invasivas é precedida por colonização 

principalmente da pele e mucosas (KOOSHKI et al., 2018; SABINO et al., 2015). 

Observou-se também uma alta similaridade entre os isolados (CP9 e CP10) de corrente 

sanguínea e dreno abdominal do RN10, sugerindo que o neonato possa ter sido colonizado 

durante a inserção do dreno abdominal, e que possa ter ocorrido uma translocação intestinal 

do micro-organismo. Mesmo que nem sempre seja possível identificar fonte ou via de 

transmissão (RUIZ et al. 2013), a data das coletas e os sítios nos ajudar a fazer as inferências. 

Isolados ambientais (CP4 e CP5) apresentaram o mesmo genótipo III, ambos de leitos 

distintos (L33 e L35), indicando que o ambiente pode estar atuando como reservatório de C. 

parapsilosis na UTIN em estudo. Essa hipótese se reforça pelos resultados de alta 

similaridade encontrados nas análises dos isolados da porta de acesso a UTIN (CP06) e da 

porta da sala de higienização das mãos (CP08), com 22 dias intervalo entre as coletas. Essa 

semelhança também foi encontrada entre isolados da incubadora 35 (CP7) e de uma pia de 

higienização das mãos (CP14), obtidos num intervalo de tempo grande.  Esses achados estão 

de acordo com aqueles encontrados por Rodero et al. (2000), que também sugeriram o 

ambiente hospitalar como um reservatório de C. parapsilosis.  

Para confirmar se esses isolados obtidos em épocas diferentes são realmente os 

mesmos, são necessárias análises com um maior número de primers ou a utilização de 

técnicas moleculares mais sofisticadas e dispendiosas, como PFGE, ou ainda a associação de 

análises fenotípicas e genotípicas como Sequenciamento de regiões específicas ou do DNA 

completo (ANDRADE et al., 2014). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Este estudo mostrou que os isolados clínicos de C. albicans apresentaram alta 

similaridade, especialmente entre aqueles provenientes do mesmo neonato, sugerindo 

colonização prévia e infecção de origem endógena. Esses achados evidenciam a importância 

dos cuidados com neonatos prematuros extremos, que quando colonizados previamente, 

possuem altas chances da ocorrência de translocação.  

Já em relação a C. parapsilosis verificou-se que os isolados com maior similaridade 

foram aqueles provenientes do ambiente da UTIN, indicando que esse atue como reservatório 

de micro-organismos importantes com potencial de disseminação pelo ambiente. Esses 

achados reforçam a necessidade de higienização rigorosa do ambiente hospitalar e das mãos 

dos profissionais de saúde para evitar a permanência e disseminação desses micro-

organismos, especialmente em unidades críticas como as UTIN.  

 Assim, nossos achados reforçam a importância do conhecimento das rotas de 

transmissão em unidades hospitalares a fim de detectar possíveis reservatórios e fatores de 

risco para infecção, bem como estabelecer medidas de prevenção como a desinfecção 

adequada do ambiente e higienização das mãos dos profissionais da saúde, e conscientizá-los 

que eles são participantes da cadeia epidemiológica das infecções relacionadas à assistência à 

saúde. 

 Nosso estudo apresenta limitações, pois foi um estudo unicêntrico que incluiu poucas 

amostras. No entanto, este estudo forneceu resultados importantes sobre a similaridade 

genética dos isolados de Candida spp., o que permitiu demonstrar a ocorrência de infecções 

precedidas de colonização (via endógena) e possível carreamento de isolados no ambiente na 

UTIN em estudo. Estudos envolvendo técnicas moleculares mais sofisticadas devem ser feitos 

para comprovar a semelhança entre os isolados demonstrados aqui. 
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