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RESUMO 

 

Introdução: O número de infecções fúngicas associadas aos cuidados de 

saúde vem aumentando nas últimas décadas, sendo provavelmente uma 

consequência dos avanços nas terapias médicas e cirúrgicas. O uso amplo de 

modalidades agressivas de tratamento contribuiu para o aumento do número 

de pacientes em risco de desenvolvimento de infecção fúngica invasiva, em 

especial a Candidíase. Objetivos: Avaliar a ocorrência de Candidemia e 

respectivos agentes etiológicos, os fatores de risco para o desenvolvimento da 

doença e aqueles associados à mortalidade em 30 dias, investigar as 

características fenotípicas como a produção de biofilme e determinar a 

susceptibilidade antifúngica de Candida spp. isoladas da corrente sanguínea de 

pacientes atendidos no Hospital de Clínicas de Uberlândia (HCU). Material e 

Métodos: Este foi um estudo de coorte com duração de dois anos, conduzido 

de Julho de 2017 a Julho de 2019 no HCU. Foram estudas amostras de 

Candida spp. e os dados clínico-epidemiológicos dos pacientes com 

Candidemia. Os isolados foram identificados através três técnicas: ágar 

cromogênico CHROMagarTM Candida Medium, provas bioquímicas 

automatizadas (VITEK®-2) e espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS). O 

teste de susceptibilidade aos antifúngicos foi realizado utilizando os cartões do 

sistema automatizado VITEK®-2. Os testes de biofilme foram conduzidos 

através de técnicas espectrofotométricas convencionais (Coloração com Cristal 

Violeta e Ensaios de Redução do Sal XTT) e espectrometria de massas 

(MALDI-TOF/MS). Os dados clínico-demográficos dos pacientes (sexo, idade, 

comorbidades, tempo e local de internação hospitalar, medicação de uso 

crônico, dispositivos invasivos, tratamento antifúngico e duração do tratamento, 

uso prévio de antimicrobianos, desfecho da doença) foram extraídos dos 

pronturários. As análises estatísticas dos fatores de risco associados à 

mortalidade em 30 dias foram realizadas pelas regressões logísticas univariada 

e múltipla, seguida da seleção de variáveis pelo Método Stepwise. A 

concordância entre as técnicas utilizadas para a identificação das leveduras foi 

feita utilizando o teste Kappa.  As curvas de sobrevivência dos pacientes foram 

construídas usando o método de Kaplan-Meier; valores de p≤0,05 foram 
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estatisticamente significativos. Resultados: A maioria dos pacientes foi do sexo 

masculino (65%), acima dos 60 anos (45%). O uso de CVC (90%), cateter 

vesical (64%), ventilação mecânica (57%) e nutrição parenteral (55%) foram os 

dispositivos invasivos mais encontrados; o uso prévio de antimicrobianos 

(96%), cirugia abdominal prévia (43%), doencas crônicas como neoplasia 

(27%) e HAS (20%) foram as comorbidades mais frequentes. O tratamento 

antifúngico foi realizado em 85% dos pacientes, principalmente com fluconazol; 

15% dos pacientes não receberam tratamento, pois a maioria evoluiu para o 

óbito antes do diagnóstico de Candidemia. A taxa de mortalidade por 

Candidemia foi 56%; a idade acima dos 60 anos, a presença de cateter vesical 

e a internação em UTI foram os fatores de risco independentes para a 

mortalidade em 30 dias (p<0,05). A instituição precoce do tratamento contribuiu 

para uma menor mortalidade (p<0,0001); não houve diferença estatística na 

sobrevida dos pacientes com relação às espécies de Candida. Durante o 

período de estudo, 113 pacientes receberam o diagnóstico de Candidemia e 

foram obtidos 126 isolados de Candida spp., sendo 41 C. albicans; 27 C. 

tropicalis; 18 C. glabrata; 17 C. parapsilosis stricto sensu; 10 C. krusei; 3 C. 

kefyr; 3 C. lusitaneae; 2 C. pelliculosa; 2 C. guilliermondii; 2 C. orthopsilosis e 1 

C. dubliniensis. A melhor correlação entre as metodologias foi entre VITEK®-2 e 

MALDI-TOF/MS, sendo considerada quase perfeita (K=0,833) e significativa 

(p<0,0001). A maioria dos isolados (95%) apresentou susceptibilidade aos 

antifúngicos utilizados e todos foram produtores de biofilme, sendo a maioria 

fortemente produtora, apresentando alta quantificação de biomassa (95%) e 

alta atividade metabólica (99%); MALDI-TOF/MS foi capaz de detectar 

proteínas específicas do biofilme, uma vez que os perfis proteômicos dos 

isolados produtores de biofilme foram distintos daqueles das cepas não 

produtoras. Conclusão: Candidemia pode alcançar altas taxas de mortalidade; 

o conhecimento dos fatores de risco, o diagnóstico precoce, a identificação 

correta das espécies envolvidas, a identificação de fatores de virulência como a 

formação de biofilme e a instituição da terapia adequada e em tempo hábil são 

fundamentais para o manejo da doença. 

Palavras-chave: Candida spp., Candidemia, Biofilme, MALDI-TOF/MS, 
Mortalidade 
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ABSTRACT 

 

Introduction: The number of fungal infections associated with health care has 

increased in recent decades, probably a consequence of advances in medical 

and surgical therapies. The wide use of aggressive treatment modalities has 

contributed to the increase in the number of patients at risk of developing 

invasive fungal infection, especially Candidiasis. Objectives: To evaluate the 

occurrence of Candidemia and its etiological agents, risk factors for the 

development of the disease and those associated with mortality in 30 days, 

investigate phenotypic characteristics such as biofilm production and to 

determine the antifungal susceptibility of Candida spp. isolated from the 

bloodstream of patients treated at Hospital de Clínicas de Uberlândia (HCU). 

Material and Methods: This was a two-year cohort study, conducted from July 

2017 to July 2019 at HCU. Samples of Candida spp. and clinical and 

epidemiological data from patients (gender, age, comorbidities, time and place 

of hospital stay, medication for chronic use, invasive devices, antifungal 

treatment and duration of treatment, previous use of antimicrobials, disease 

outcome) with Candidemia were studied. The isolates were identified using 

three techniques: CHROMagarTM Candida Medium Chromogenic Agar, 

Automated Biochemical Tests (VITEK®-2) and Mass Spectrometry (MALDI-

TOF/MS). The antifungal susceptibility test was performed using the cards from 

the automated VITEK®-2 system. The biofilm tests were conducted using 

conventional spectrophotometric techniques (Violet Crystal Staining and XTT 

Salt Reduction Assays) and Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS). Statistical 

analyzes of risk factors associated with 30-day mortality were performed using 

univariate and multiple logistic regressions, followed by the selection of 

variables using the Stepwise Method. The agreement between the techniques 

used for the identification of yeasts was made using the Kappa test. Patient 

survival curves were constructed using the Kaplan-Meier method; p≤0.05 values 

were statistically significant. Results: Most patients were male (65%), over 60 

years old (45%). The presence of CVC (90%), bladder catheter (64%), 

mechanical ventilation (57%) and parenteral nutrition (55%) were the most 

commonly found invasive devices; previous use of antimicrobials (96%), chronic 
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diseases such as neoplasia (27%), systemic arterial hypertension (20%) and 

previous abdominal surgery (43%) were the most frequent comorbidities. 

Antifungal treatment was performed in 85% of the patients, mainly with 

fluconazole. Candidemia mortality was 56%; age over 60 years, the presence of 

a bladder catheter and admission to the ICU were the independent risk factors 

for mortality in 30 days (p<0.05).  Early treatment initiation contributed to lower 

mortality (p<0.0001); there was no statistical difference in patient survival with 

respect to Candida species. During the study period, 113 patients were 

diagnosed with Candidemia and 126 Candida spp. isolates were obtained; 41 

were C. albicans; 27 C. tropicalis; 18 C. glabrata; 17 C. parapsilosis; 10 C. 

krusei; 3 C. kefyr; 3 C. lusitaneae; 2 C. pelliculosa; 2 C. guilliermondii; 2 C. 

orthopsilosis and 1 C. dubliniensis. The best correlation between the 

methodologies was between VITEK®-2 and MALDI-TOF/MS, being considered 

almost perfect (K = 0.833) and significant (p <0.0001). Most of the isolates 

(95%) were susceptible to the antifungals used and all were biofilm producers, 

most of them strongly producers, with high quantification of biomass (95%) and 

high metabolic activity (99%); MALDI-TOF / MS was able to detect specific 

biofilm proteins, since the proteomic profiles of biofilm-producing isolates were 

different from those of non-producing strains. Conclusion: Candidemia can 

reach high mortality rates; the knowledge of risk factors, early diagnosis, the 

correct identification of the species involved, virulence factors such biofilm-

forming strains and the institution of therapy in a timely manner are fundamental 

for the management of the disease. 

Keywords: Candida spp., Candidemia, Biofilm, MALDI-TOF/MS, Mortality 
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1- INTRODUÇÃO 

 

            O número de infecções fúngicas associadas aos cuidados de saúde 

vem aumentando nas últimas décadas, sendo provavelmente uma 

consequência dos avanços nas terapias médicas e cirúrgicas. O uso amplo de 

modalidades de tratamento agressivas (transplante de células-tronco 

hematopoéticas, transplante de órgãos sólidos, novos agentes quimioterápicos 

e agentes imunomoduladores) contribuiu para o aumento do número de 

pacientes imunocomprometidos em risco de desenvolvimento de infecção 

fúngica invasiva, em especial a Candidíase e Aspergilose (PAPPAS et al., 

2018). 

         A infecção da corrente sanguínea, Candidemia, é a forma mais comum de 

infecção invasiva por Candida spp. e está associada a altos índices de 

mortalidade, geralmente acima de 30% (ZHANG et al., 2019). 

Tradicionalmente, os pacientes mais acometidos são os criticamente doentes 

em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), aqueles submetidos à cirurgia 

abdominal e os neutropênicos, sendo as principais causas da candidemia a 

colonização de cateteres permanentes, a translocação intestinal para a 

corrente sanguínea ou a deiscência de anastomose após laparotomia (PAPPAS 

et al., 2019). 

Embora seja relatado que a maioria dos casos de infecções fúngicas 

aconteça em pacientes internados nas UTI, estudos vêm demonstrando um 

aumento dos casos de Candidemia em pacientes internados em outras alas 

hospitalares, como as enfermarias de medicina interna (BASSETTI et al., 

2019). Este aumento pode ser explicado tanto por haver uma maior percepção, 

pela equipe médica assistente, da possibilidade de os pacientes adquirirem a 

infecção por Candida spp., bem como pelo aumento do número de internações 

de pacientes idosos que compartilham muitos fatores de risco para a aquisição 

de infecção fúngica com os pacientes internados em unidades críticas, tais 

como cateteres vasculares centrais (CVC), tempo pronlogado de terapia 

nutricional parenteral, cateteres urinários e terapia antimicrobiana de amplo 

espectro (BIENVENU et al., 2020).   

O gênero Candida possui mais de 200 espécies descritas; cinco delas 

(Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis 
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complex e Candida krusei) representam mais de 90% dos isolados clínicos 

(POTE et al., 2020). C. albicans é a espécie mais frequentemente encontrada 

nos isolamentos clínicos em todo o mundo, sendo detectada em 38-70% dos 

casos em estudos de base populacional; entretanto estudos recentes relatam 

um aumento do isolamento de espécies não-albicans, particularmente na última 

década (AL-DORZI et al., 2020; BASSETI et al., 2019; DOI et al., 2016; 

KHOURI et al., 2016; MARINS et al., 2018; MEDEIROS et al., 2019; PFALLER 

et al., 2019; POISSY et al., 2020; TSAY et al.; 2020).  

As taxas de incidência de Candidemia variam consideravelmente entre 

áreas geográficas e centros médicos. Na Europa e nos EUA, diferentes 

estudos têm relatado taxas de incidência de 7,07/1.000 admissões em UTI e de 

7 casos/100.000 pessoas, respectivamente (BASSETTI et al., 2019; TSAY et 

al., 2020). No Brasil e na América Latina, Candidemia é um importante 

problema; as taxas de incidência relatadas podem variar de 0,33 a 6 

casos/1.000 admissões hospitalares (DOI et al., 2016). A grande variação 

destas taxas é, provavelmente, devido a uma combinação de vários fatores, 

incluindo as diferenças de recursos disponíveis para os programas de 

assistência médica e de formação, dificuldades na implementação de 

programas de controle de infecção em hospitais dos países em 

desenvolvimento, número limitado de trabalhadores para cuidar dos pacientes 

em unidades de cuidados intensivos e as práticas menos agressivas de terapia 

antifúngica empírica e profilaxia para os pacientes de alto risco (PAPPAS et al., 

2018). 

 

1.1- Justificativa 

 

           A avaliação epidemiológica das doenças fúngicas é fundamental para 

priorizar estratégias de prevenção, diagnósticas e intervenções terapêuticas. O 

número de casos de doenças fúngicas está aumentando, dada a expansão de 

pacientes em risco para essas infecções, incluindo aqueles que vivem com o 

vírus da imunodeficiência humana (HIV), os transplantados, pacientes com 

câncer, neonatos prematuros e os idosos.  

A identificação do gênero Candida através de provas bioquímicas 

clássicas é a metodologia mais comumente utilizada na rotina dos laboratórios 



21 

 

de Microbiologia e, apesar de possuir boa sensibilidade, é um método 

trabalhoso e demorado, podendo ainda gerar resultados inconclusivos e até 

mesmo a não identificação correta da espécie. Outras abordagens de 

diagnóstico capazes de identificar, de forma assertiva, um grande número de 

espécies de Candida, estão disponíveis, tais como os métodos moleculares; 

entretanto estes são onerosos e ainda não fazem parte da bancada de rotina 

da grande maioria dos laboratórios de microbiologia do país. Neste contexto, a 

avaliação da análise proteômica dos micro-organismos promovida através da 

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

Spectrometry (MALDI-TOF/MS), surgiu como uma ferramenta poderosa para 

melhorar a qualidade de identificação microbiológica. Esta metodologia tem 

sido considerada revolucionária na Microbiologia Clínica, principalmente em 

relação à velocidade e à confiabilidade dos resultados, podendo apresentar o 

potencial de melhorar sobremaneira a correta especiação de Candida spp. A 

identificação correta e confiável de espécies do mesmo gênero que 

apresentam diferentes perfis de susceptibilidade aos antifúngicos, como 

acontece com Candida, é fundamental para a tomada de decisões terapêuticas 

adequadas, contribuindo desta forma para um melhor prognóstico na evolução 

dos pacientes que apresentam Candidemia. 

Além disto, em um cenário em que as infecções fúngicas disseminadas 

por patógenos emergentes estão aumentando, a necessidade de um 

diagnóstico rápido e preciso é obrigatória, a fim de alcançar resultados 

positivos do tratamento. A identificação de espécies por espectrometria de 

massas já representa uma realidade no laboratório clínico rotineiro; a 

implementação desta metodologia para pesquisa de alguns fatores de 

virulência simultaneamente à estapa de identificação, como a pesquisa de 

cepas com o potencial de produzir biofilme, pode ser um passo à diante na luta 

contra as infecções fúngicas. 

Devido à preocupação de que cepas resistentes ou com susceptibilidade 

reduzida a antifúngicos possam se tornar mais prevalentes, é importante 

avaliar o perfil de susceptibilidade de agentes infecciosos aos antimicrobianos, 

buscando caracterizar possíveis tendências temporais ou geográficas na 

frequência deste fenômeno em relação a diferentes patógenos. A avaliação 

periódica permite monitorar causas de falência terapêutica a estes 
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medicamentos. 

Candida spp. são os fungos que mais comumente causam infecção de 

corrente sanguínea. Assim, fazer a correta identificação de suas muitas 

espécies de forma rápida e segura, conhecer a epidemiologia do serviço de 

saúde, bem como a susceptibilidade às drogas antifúngicas é fundamental para 

o manejo desta infecção que ainda apresenta altos índices de mortalidade em 

nosso país. 
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2- FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1- Microbiologia, ecologia e patogênese de Candida spp. 

Candida spp. são fungos leveduriformes, ovais pertencentes à classe 

dos hemiascomicetos e que produzem brotamento; algumas espécies podem 

produzir pseudo-hifas e hifas. Estas leveduras fazem parte da microbiota 

humana; são encontrados principalmente na cavidade oral e no trato 

gastrointestinal de mais de 75% da população e comumente colonizam o trato 

geniturinário e a pele (PAPPAS et al., 2018). A translocação dos micro-

organismos da pele e do trato gastrointestinal para a corrente sanguínea torna-

se um pré-requisito para que a infecção ocorra e é geralmente consequência 

do aumento anormal da colonização, associada à diminuição das defesas do 

hospedeiro, sendo a patogênese de Candida spp. geralmente resultante da 

combinação de aumento da carga fúngica com a quebra da barreira cutâneo-

mucosa (Figura 1). 

 

Figura 1: Patogênese de Candidíase Invasiva (adaptado de PAPPAS et al., 2018) 

 

 

Candida albicans é a espécie mais frequentemente encontrada nos 

isolados clínicos de todo o mundo (POTE et al., 2020). Entretanto, nos ultimos 

anos, espécies de Candida não-albicans (CNA) têm sido responsáveis por um 

número cada vez maior de infecções invasivas, principalmente C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis complex e C. krusei; as quais em associação com C. 
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albicans, perfazem mais de 90% dos isolados clínicos (PAPPAS et al., 2018; 

DELAVY et al., 2019). A ocorrência de Candidemia por espécies não-albicans 

chama atenção devido a sua maior gravidade e pelo fato de algumas espécies 

serem menos susceptíveis a ação dos antifungicos, o que limita as opções 

terapêuticas, podendo impactar diretamente no aumento da mortalidade 

(PFALLER et al., 2019). 

Candida spp. possuem a capacidade de aderir às superfícies e formar 

biofilmes, tanto em superfícies do corpo, bem como em dispositivos protéticos, 

incluindo cateteres urinários e dispositivos intravasculares (DEL POZO, 2018).  

A maioria das espécies de Candida possui ainda a capacidade de conversão 

da fase leveduriforme para a fase de hifas, para que ocorra uma maior 

aderência às superfícies. Além disto, a formação dos biofilmes conduz à 

regulação dos mecanismos de resistência às drogas antifúngicas, em especial 

aos derivados imidazólicos (SARDI et al., 2014). As células fúngicas presentes 

na matriz dos biofilmes podem se dispersar pela corrente sanguínea e 

disseminar para outros órgãos, fato que contribui para a elevação das taxas de 

mortalidade em pacientes com Candidemia (PIERCE et al., 2017; NET; 

ANDES, 2020). 

A pesquisa de biofilme geralmente é realizada através de metodologias 

espectrofotométricas convencionais e também através da visualização destes 

através de microscopia eletrônica (NET; ANDES, 2020). Entretanto, novas 

metodologias, como a espectometria de massas por dessorção/ionização-

tempo de vôo (MALDI-TOF/MS), vêm ganhando espaço nos laboratórios de 

Microbiologia; não só para a correta identificação de micro-organismos (PATEL, 

2015; CASSAGNE et al., 2016), mas também como uma forma de identificação 

rápida de fatores de virulência, como a resistência aos antimicrobianos 

(CHARRETIER;  SCHRENZEL, 2016; DELAVY et al., 2019; ROBERTO et al., 

2020) e a capacidade de produção de biofilme (De CAROLIS et al., 2019). 

MALDI-TOF/MS representa uma ferramenta com alta especificidade, facilidade 

de manuseio, baixo custo de insumos e rapidez de resultados; sendo assim, 

informações rápidas e seguras sobre isolados com potencial de produzir 

biofilmes podem contribuir para melhorar os resultados do tratamento de 

pacientes com Candidemia (De CAROLIS et al., 2019; DELAVI et al.; 2019; 

OVIANO; RODRIGUES-SANCHES, 2020). 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Charretier%2C+Yannick


25 

 

2.2- Candidemia em hospitais brasileiros 

Candidemia é um problema crescente em hospitais de cuidados 

terciários em todo o mundo. É uma causa de sepse tardia e os fatores de risco 

incluem terapia antimicrobiana de amplo espectro, internação em UTI por mais 

de 72 horas, terapia imunossupressora, nutrição parenteral e mútiplos 

procedimentos médicos invasivos (BASSETTI et al., 2019). 

A taxa de mortalidade por Candidemia em estudos brasileiros é variável; 

segundo Khoury e colaboradores (2016), esta foi em torno de 43%. De acordo 

com Marins e colaboradores (2018), 51,3% dos pacientes evoluíram para o 

óbito devido à doença; já Doi e colaboradores (2016) e Alves e colaboradores 

(2020) relataram uma taxa de mortalidade de 72,2% e 54,6%, respectivamente.  

Embora Candida albicans seja a espécie mais frequentemente 

encontrada nos isolamentos clínicos, o número de infecções causadas por 

espécies não-albicans vêm aumentando nas últimas décadas (DOI et al., 2016; 

MARINS et al., 2018). Como a susceptibilidade antifúngica varia entre as 

espécies de Candida, é de fundamental importância conhecer a prevalência 

destas no serviço hospitalar (PAPPAS et al., 2018). Além disto, Ismail e 

colaboradores (2018) relatam que as fungemias, dentre elas a Candidemia, são 

causas de aumento de custos nos serviços de saúde, uma vez que os 

tratamentos antifúngicos em geral são mais longos, o que acarreta um maior 

tempo de permanência dos pacientes dentro do âmbito hospitalar e também 

são mais caros do que os medicamentos utilizados para o tratamento da sepse 

causada por outros micro-organismos.    

No Brasil e na América Latina, Candidemia é um importante problema, e 

as taxas de incidência relatadas podem variar de 0,33-6 casos/1.000 

admissões hospitalares (DOI et al., 2016). Segundo Menezes e colaboradores 

(2015) as peculiaridades regionais bem como a complexidade de cada serviço 

hospitalar podem influenciar a predominância das espécies de Candida, 

principalmente entre aquelas não-albicans.  

Vallabhaneni e colaboradores (2017) afirmam que a quantificação global 

dos casos de infecção causada por fungos é um desafio, uma vez que as 

infecções fúngicas sistêmicas são frequentemente difíceis de diagnosticar por 

se manifestarem com sintomas inespecíficos; o diagnóstico, na maioria dos 

casos, requer a coleta de amostras biológicas, como o sangue.  Além disto, 
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existem grandes dificuldades, por parte dos serviços de saúde, em documentar 

o número de infecções causadas por estes micro-organismos, sendo este dado 

extraído dos registros de alta hospitalar, fato que contribui para a 

subnotificação desta doença (MARINS et al., 2018). 

Segundo Doi e colaboradores (2016) poucos estudos multicêntricos 

foram publicados no Brasil sobre a incidência de Candidemia, populações 

susceptíveis, taxa de mortalidade e taxa de resistência antifúngica in vitro. 

Sendo assim, estudos epidemiólogicos de vigilância são fundamentais e 

contribuem, sobremaneira, para a melhor compreensão desta doença. 

 

2.3- Tratamento 

        Os guidelines recentes preconizam que o tratamento da Candidemia seja 

realizado, preferencialmente, com drogas da classe das equinocandinas 

(Anidulafungina, Caspofungina ou Micafungina) (WANG et al., 2019); 

entretanto, devido ao alto custo destes medicamentos, muitos países ainda 

utilizam os derivados azólicos como a primeira escolha (MARINS et. al., 2018). 

O uso dos derivados imidazólicos por tempo prolongado para o tratamento de 

outras formas de infecções fúngicas pode ser considerado um fator 

predisponente para a aquisição de resistência aos antifúngicos (WHALEY et 

al., 2017). De acordo com Colombo e colaboradores (2013), o Fluconazol pode 

ser uma terapia alternativa para pacientes clinicamente estáveis com quadros 

leves, que não foram expostos a regimes de profilaxia com azólicos e que são 

admitidos em serviços médicos com baixa incidência de infecções causadas 

por C. glabrata e C. krusei. Entretanto, os centros médicos que possuem taxas 

de incidência superiores a 10% das cepas resistentes ao Fluconazol não 

devem usar este medicamento antes que a espécie de Candida seja 

identificada.  

O tratamento profilático já está bem estabelecido para determinados 

pacientes, como os neutropêncios e aqueles submetidos a transplantes 

(Medula Óssea ou órgãos sólidos); entretanto, para aqueles não neutropênicos 

internados nas UTI, este ainda é controverso, uma vez que a profilaxia 

apresenta benefícios questionáveis, estando associada ao maior risco de 

efeitos adversos e contribuindo para o desenvolvimento de resistência aos 
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triazóis, podendo levar ao aumento dos custos de cuidados de saúde 

(COLOMBO et al., 2013). 

A emergência de resistência às equinocandinas em espécies com alta 

frequência de resistência ao azol eleva o espectro de patógenos fúngicos multi-

resistentes. Sendo assim, a monitorização rigorosa da resistência antifúngica, 

principalmente entre as espécies não-albicans, torna-se prudente (BIENVENU 

et al., 2020). 

 

2.4- Diagnóstico Laboratorial 

          O diagnóstico clínico, com base na sintomatologia e na anamnese do 

paciente, não é conclusivo, pois os sinais e sintomas são inespecíficos. O 

padrão ouro para o diagnóstico laboratorial da infecção de corrente sanguinea 

por Candida spp. é a cultura; no entanto, este permanece um desafio para os 

médicos e microbiologistas uma vez que, na metade dos casos, não há a 

positividade das hemoculturas, ou seja, a sensibilidade deste exame é baixa, 

com índices abaixo de 50% (PAPPAS et al., 2018). O sangue para a 

hemocultura deve ser coletado em frascos contendo meio de cultura que 

propiciem o crescimento das leveduras, o que pode levar mais de 96 horas. 

Entretanto, o tempo para positividade é espécie-dependente, visto que C. 

glabrata cresce mais lentamente do que C. albicans, por exemplo. Outros 

fatores que podem influenciar a sensibilidade da cultura de sangue incluem o 

volume de sangue, exposição à drogas antifúngicas e a própria técnica da 

cultura (LIOTT et al., 2019). A dependência da positividade da hemocultura 

continua a ser um obstáculo significativo para a tomada de decisões relativas 

ao início da terapia antifúngica. Segundo Otasevic e colaboradores (2018), o 

desenvolvimento de ensaios nonculture (pesquisa de antígenos ou anticorpos 

no soro; detecção de β-D-glucan-BDG; Reação em Cadeia da Polimerase-

PCR) confiáveis é fundamental para proporcionar a oportunidade de 

intervenção precoce com uma terapia antifúngica mais orientada para os 

pacientes em risco. 

 

2.4.1- Identificação de Candida spp. 

        Candida albicans pode ser diferenciada de espécies não-albicans por 

técnicas simples, como a prova do tubo germinativo (PAPPAS et al., 2018). 
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Entretanto, a identificação acurada em gênero e espécie se faz mandatória, 

uma vez que existem espécies intrinsicamente resistentes ao Fluconazol, como 

Candida krusei (GÓMEZ-GAVIRIA; MORA-MONTES, 2020). Stephaniuk e 

colaboradores (2016) relataram que o uso de meio cromogênico 

(CHROMagarTM Candida Medium) pode ser uma boa ferramenta para a 

especificação de Candida spp., permitindo a identificação presuntiva de 

algumas espécies de leveduras de interesse clínico como C. albicans, C. krusei 

e C. tropicalis. Entretanto, embora estes meios sejam empregados amplamente 

na rotina dos laboratórios clínicos, esta técnica pode apresentar limitações, 

como a impossibilidade de distinção entre C. albicans e C. dubliniensis, uma 

vez que ambas apresentam a mesma coloração verde no meio de cultura 

utilizado, o que pode acarretar a subnotificação desta espécie (ALBAINA et al., 

2015). Metodologias automatizadas para a identificação de leveduras, como as 

provas bioquímicas realizadas em aparelhos como o VITEK®-2 (bioMérieux, 

França) ou a análise proteômica por espectrometria de massas, através de 

MALDI-TOF/MS são alternativas eficazes para a correta identificação de 

Candida spp. (AMBARAGASSI et al., 2019). Estudos relatam que a 

identificação dos micro-organismos realizada pelo MALDI-TOF/MS supera 

amplamente os resultados dos métodos fenotípicos clássicos, reduz o tempo 

da liberação do resultado e fornece uma identificação muito mais acurada em 

relação à espécie, inclusive para aquelas crípticas (XIE et al., 2019). Sabe-se 

que as leveduras pertencentes ao complexo C. parapsilosis (C. parapsilosis 

sensu stricto, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) não são identificadas pelos 

métodos fenotípicos tradicionais (DE CAROLIS et al., 2014; FONTECHA et al., 

2019). Sendo assim, para a correta diferenciação entre as três espécies deste 

complexo, diferentes técnicas moleculares baseadas na análise do DNA podem 

ser utilizadas; entretanto, estas técnicas, por serem dispendiosas, não estão 

disponíveis na rotina da grande maioria dos laboratórios de Micologia (ZHAO et 

al., 2018). A análise proteômica destas leveduras realizada através de MALDI-

TOF/MS apresenta excelente acurácia quando comparada à análise molecular, 

se tornando assim uma ferramenta diagnóstica mais simples, rápida, de baixo 

custo e que pode ser implementada facilmente na rotina da micologia (XIE et 

al., 2019). 
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MALDI-TOF/MS é considerada uma ferramenta analítica poderosa que 

revolucionou Microbiologia Clínica, dadas a sua rapidez e confiabilidade para 

identificação dos micro-organismos (OVIAÑO; RODRÍGUEZ-SANCHES, 2020). 

Rotineiramente utilizado para a identificação bacteriana, Amiri-Eliasi e Fenselau 

(2001) descreveram a possibilidade da aplicação desta metodologia para a 

identificação de fungos (leveduriformes e filamentosos), confirmando seu papel 

fundamental no diagnóstico de infecções. Desde então, pesquisadores têm 

tentado encontrar para o MALDI-TOF/MS outras funções além da identificação 

microbiana; já foi descrito a possibilidade de detecção de resistência 

antifúngica de Candida albicans ao Fluconazol e às equinocandinas através da 

espectrometria de massas (CHARRETIER;  SCHRENZEL, 2016; DELAVY et 

al., 2019; ROBERTO et al., 2020) e também a pesquisa de fatores de virulência 

de Candida spp., como a capacidade de produção de biofilme (KUBESOVÁ et 

al., 2012; MLYNÁRIKOVÁ et al., 2016; DE CAROLIS et al., 2019). 

 

2.4.2- Resistência antifúngica in vitro de Candida spp. 

A susceptibilidade das leveduras do gênero Candida aos antifúngicos 

disponíveis depende, dentre outros fatores, da espécie do isolado, sendo que a 

maioria delas apresenta susceptibilidade a estes medicamentos; entretanto, 

isolados resistentes têm sido descritos (DELAVY et al., 2019; HART et al., 

2019; AL-DORZI et al., 2020), o que pode complicar o quadro clínico do 

paciente, contribuindo para uma evolução de pior prognóstico. Esta é uma das 

razões da crescente importância dos testes de susceptibilidade, que devem ser 

realizados após a correta identificação do micro-organismo em relação ao 

gênero e espécie (PAPPAS et al., 2018). 

As metodologias de referência para a determinação da susceptibilidade 

as estas drogas têm como base a inibição de crescimento do agente etiológico 

em meio líquido contendo antifúngicos, distribuído em tubos ou microplacas 

(PFALLER et al., 2019). O método de referência, utilizado para investigação in 

vitro de fenótipos resistentes a antifúngicos, foi desenvolvido a partir da década 

de 80, principalmente pelo Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI (CLSI, 

2012); entretanto trata-se de método complexo, trabalhoso e demorado para 

ser usado de forma rotineira; sendo assim, há a necessidade de 

implementação de métodos alternativos, padronizados e confiáveis que sejam 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Charretier%2C+Yannick


30 

 

adaptados para a rotina dos laboratórios de Microbiologia, como o sistema 

automatizado Vitek-2® (bioMérieux-França) ou E-test (PFALLER et al., 2013). 

Embora a diluição em caldo proposta pelo CLSI seja o método de referência 

para a determinação da susceptibilidade antifúngica para Candida spp., 

Kathuria e colaboradores (2015) relatam haver uma boa concordância (90% 

para Caspofungina e 91% para Voriconazol) entre a metodologia de referência 

e o teste realizado em aparelhos automatizados, como o VITEK®-2. Entretanto, 

estes autores demostraram discrepância nos resultados de Anfotericina B, 

sugerindo abordagem cautelosa quando dos testes de susceptibilidade 

realizados em leveduras raras, como C. auris. Segundo PFALLER e 

colaboradores (2013), o sistema Vitek®-2 mostrou ser uma técnica confiável 

para determinar o teste de susceptibilidade antifúngica para Candida spp., 

sendo uma alternativa mais rápida e fácil para laboratórios clínicos do que os 

procedimentos desenvolvidos pelo CLSI. 
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3- OBJETIVOS 

 

3.1- Objetivo geral  

 

Avaliar a ocorrência de Candidemia e respectivos agentes etiólogicos, 

investigar as características fenotípicas e determinar a susceptibilidade 

antifúngica de Candida spp. isoladas da corrente sanguínea de pacientes 

atendidos no Hospital de Clínicas de Uberlândia (HCU), no período de Julho de 

2017 a Junho de 2019. 

 

3.2- Objetivos específicos 

 

3.2.1)  Caracterizar a frequência de Candidemia e as espécies de 

Candida spp. isoladas de pacientes internados no HCU-UFU. 

 

3.2.2) Analisar os fatores predisponentes para a Candidemia nos 

diferentes setores do HCU-UFU e as características demográficas e clínicas 

dos pacientes que apresentaram a doença durante o período do estudo. 

 

3.2.3)  Comparar três metodologias para a identificação das leveduras: 

meio cromogênico (CHROMagarTM Candida Medium), provas bioquímicas 

automatizadas (VITEK®-2) e análise proteômica (MALDI-TOF/MS). Após a 

identificação das amostras, verificar:  

3.2.3.1- A ocorrência de isolados de C. dubliniensis dentre fenótipos de C. 

albicans identificadas através do meio cromogênico. 

3.2.3.2- A capacidade discriminatória do MALDI-TOF/MS em diferenciar as 

espécies crípticas do complexo C. parapsilosis. 

 

3.2.4) Determinar a susceptibilidade aos antifúngicos Anfotericina B, 

Caspofungina, Fluconazol, Micafungina e Voriconazol através do sistema 

automatizado Vitek®-2 (bioMérieux). 

 

3.2.5) Demonstrar a capacidade de detecção rápida de isolados 

produtores de biofilme através da espectrometria de massas MALDI-TOF/MS. 
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4- RESULTADOS 

 
Os resultados desta tese serão apresentados na forma de dois artigos: 
 
 
Artigo 1: “Alta mortalidade por Candida spp. em Hospital de referência no 
Brasil: aspectos clínico-epidemiológicos e laboratoriais” 
 

 

Artigo 2: "Detecção rápida de Candida spp. produtoras de biofilme por MALDI-

TOF/MS” 
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4.1- ARTIGO 1 

Alta mortalidade por Candida spp. em Hospital de referência no Brasil: 

aspectos clínico-epidemiológicos e laboratoriais 

 

P.A.D.F. Aguiar1; T.A. Moreira2; L.B. Araújo3; D.V.D.B. Röder4 

1: Departamento de Clínica Médica, Faculdade de Medicina da Universidade 

Federal de Uberlândia (FAMED-UFU). Discente do Programa de Pós 

Graduação em Ciências da Saúde da Faculdade de Medicina da Universidade 

Federal de Uberlândia. 

2: Laboratório de Análises Clínicas do Hospital de Clínicas de Uberlândia (HC-

UFU) 

3: Faculdade de Matemática da Universidade Federal de Uberlândia (FAMAT-

UFU) 

4: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia 

(ICBIM-UFU). Docente do Programa de Pós Graduação em Ciências da Saúde 

da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Uberlândia. 

 

 

Resumo 

Introdução: Candidemia é um problema de saúde pública que apresenta alta 
taxa de mortalidade; acometendo pacientes imuncomprometidos, internados 
em UTI e submetidos a múltiplos procedimentos e dispositivos invasivos. 
Objetivos: analisar a evolução clínica dos pacientes com Candidemia, avaliar 
e identificar os preditores de mortalidade em 30 dias, comparar a identificação 
dos isolados de Candida spp., através das metodologias tradicionais e 
espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS) e verificar o perfil de 
susceptibilidade antifúngica destes isolados. Material e Métodos: Estudo de 
coorte prospectivo que incluiu todos os pacientes internados no HCU-UFU, de 
Julho de 2017 a Julho de 2019, com diagnóstico laboratorial de Candidemia. 
Os dados clínico-demográficos foram extraídos dos prontuários; os isolados de 
Candida spp. foram identificados através de provas bioquímicas automatizadas 
(VITEK®-2), crescimento em ágar cromogênico CHROMagarTM Candida 
Medium e espectrometria de massas MALDI-TOF/MS. Os testes de 
susceptibilidade antifúngica foram conduzidos no equipamento VITEK®-2. Os 
fatores de risco associados à mortalidade em 30 dias foram avaliados através 
de análise univariada e multivariada e as curvas de sobrevivência foram 
construídas pelo método de Kaplan-Meier. Resultados: Durante o período de 
estudo 113 pacientes apresentaram infecção de corrente sanguínea por 
Candida spp., sendo recuperados 126 isolados; os pacientes foram, em sua 
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maioria, homens (65%), com mais de 60 anos (45%); 85% dos pacientes 
receberam tratamento antifúngico com Fluconazol. A taxa de mortalidade em 
30 dias foi de 56% e os fatores de risco estatisticamente significantes 
associados incluíram idade > 60 anos, uso de cateter vesical e internação nas 
UTI. Além disto, pacientes que não receberam tratamento antifúngico e aqueles 
em que este foi iniciado após 48 horas do diagnóstico da infecção 
apresentaram menor sobrevida (p<0,0001). A espécie mais frequente foi C. 
albicans (30%) e MALDI-TOF/MS foi capaz de identificar espécies crípticas de 
Candida spp.; a maioria dos isolados (95%) apresentou susceptibilidade aos 
antifúngicos testados. Conclusão: Foi observada uma alta taxa de mortalidade 
em 30 dias e o início tardio da terapia antifúngica foi um fator crucial para piora 
no prognostico do paciente. Assim, a identificação correta e rápida das 
espécies de Candida envolvidas e a introdução da terapia medicamentosa 
apropriada e em tempo hábil são fundamentais para o aumento na sobrevida 
do paciente. 

Palavras-Chaves: Candidemia; Mortalidade; Fatores de risco; MALDI-
TOF/MS; Susceptibilidade antifúngica. 

 

Introdução 

Infecções invasivas ocasionadas por espécies de Candida, 

especialmente Candidemia, são consideradas um grave problema de saúde 

pública, sendo responsáveis por mais de um milhão de óbitos/ano no mundo 

todo (ALMEIDA et. al., 2019). Acomete, principalmente, pacientes 

imunocomprometidos, transplantados, em uso de dispositivos invasivos, 

submetidos à terapia antimicrobiana prolongada e internados em Unidades de 

Terapia Intensiva (UTI) (AL-DORZI et al., 2020; BASSETI et al., 2019; TSAY et 

al., 2020). A taxa de mortalidade em decorrência de Candidemia pode chegar a 

70% (PAPPAS et al., 2018), apesar dos avanços no diagnóstico e instituição de 

terapia medicamentosa adequada.  

Assim, a realização de uma vigilância epidemiológica constante e a 

avaliação do perfil de susceptibilidade aos antifúngicos dos isolados de 

Candida spp. torna-se fundamental para o controle de infecções e prevenção 

de surtos hospitalares, principalmente quando há o envolvimento de micro-

organismos que apresentam resistência a estas drogas (PFALLER et al., 

2019). 
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Candida albicans é a espécie mais frequentemente encontrada nos 

isolados clínicos de todo o mundo (POTE et al., 2020). Entretanto, nos ultimos 

anos, espécies de Candida não-albicans (CNA) têm sido responsáveis por um 

número cada vez maior de infecções invasivas, principalmente C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis complex e C. krusei; as quais em associação com C. 

albicans, perfazem mais de 90% dos isolados clínicos (PAPPAS et al., 2018; 

DELAVY et al., 2019). A ocorrência de Candidemia por espécies não-albicans 

chama atenção devido a sua maior gravidade e pelo fato de algumas espécies 

serem menos susceptíveis a ação dos antifungicos, o que limita as opções 

terapêuticas, podendo impactar diretamente no aumento da mortalidade 

(PFALLER et al., 2019).  

Os guidelines para tratamento de Candidíase Invasiva preconizam as 

equinocandinas como drogas de primeira escolha (WANG et al., 2019); porém, 

devido ao alto custo destes medicamentos, muitos países, a exemplo do Brasil, 

ainda utilizam os derivados azólicos como a primeira escolha (MARINS et. al., 

2018). Segundo Colombo e colaboradores (2013), o Fluconazol pode ser 

considerado como terapia para complementar um período de tratamento de 14 

dias (mínimo), após a identificação da espécie de Candida e na vigência de 

tratamento favorável com as equinocandinas. Importante ressaltar que o 

Fluconazol apresenta atividade contra a maioria dos isolados de Candida spp., 

exceto para C. glabrata, C. krusei e C. auris (PFALLER et al., 2019). 

O diagnóstico laboratorial da Candidemia é feito, primordialmente, 

através da hemocultura e é mandatório que sejam realizados testes para a 

identificação das espécies e de susceptibilidade aos antifúngicos (PAPPAS et 

al., 2018), com a finalidade de detectar isolados resistentes. Entretanto, é 

descrito que as metodologias utilizadas tradicionalmente para a identificação de 

leveduras, como os testes fenotípicos convencionais (provas bioquímicas, 

meios cromogênicos, entre outros), podem não apresentar a capacidade de 

identificar de forma correta as espécies crípticas de Candida spp. (FONTECHA 

et al., 2019). Neste sentido, a introdução da espectrometria de massas por 

dessorção/ionização-tempo de vôo (MALDI-TOF/MS) aprimorou a identificação 

de espécies fúngicas em laboratórios clínicos, melhorando consideravelmente 
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a precisão do diagnóstico, sendo este feito de forma rápida, correta e segura 

(CASSAGNE et al., 2016). 

Apesar do notório aumento de Candidemia em hospitais brasileiros, 

poucos são os relatos dos fatores associados com a mortalidade precoce e o 

impacto da terapia inapropriada no desfecho dessas infecções. Deste modo, 

este estudo tem como objetivo analisar a evolução clínica dos pacientes 

acometidos pela doença, avaliar e identificar os preditores de mortalidade em 

30 dias após o diagnóstico da infecção e ainda comparar a identificação dos 

isolados de Candida spp., através das metodologias tradicionais e 

espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS), além de verificar o perfil de 

susceptibilidade antifúngica destes isolados.  

Material e Métodos 

- Unidade de estudo e pacientes 

 

Trata-se de uma coorte prospectiva, de dois anos, conduzida no Hospital 

de Clínicas de Uberlância, da Universidade Federal de Uberlândia (HCU-UFU). 

O HCU é um hospital de alta complexidade, referência na região e possui cerca 

de 500 leitos. Todos os pacientes que apresentaram ao menos um episódio de 

Candidemia entre Julho de 2017 e Julho de 2019 foram incluídos no estudo. 

Pacientes com mais de um episódio da doença foram contabilizados apenas 

uma vez, sendo considerado apenas o primeiro caso da infecção. 

- Desenho do estudo e coleta de dados 

Esta coorte permitiu identificar os preditores de mortalidade em 30 dias 

após o diagnóstico da infecção por Candida spp. e o impacto da terapia 

inapropriada e diagnóstico incorreto no desfecho dos casos de Candidemia. As 

informações demográficas e clínicas (sexo, idade, setor de internação 

hospitalar, doença de base/comorbidades, dispositivos invasivos como cateter 

central, cateter vesical, ventilação mecânica, sonda em trato digestório, 

nutrição parenteral, uso crônico de medicamentos, procedimentos cirúrgicos, 

tratamento antimicrobiano, tratamento antifúngico, tempo de tratamento, 



37 

 

recorrência e recidiva) de cada paciente foram recuperadas dos prontuários 

hospitalares. 

A terapia antifúngica foi considerada inadequada quando o paciente 

recebeu antifúngicos que não apresentavam atividade "in vitro"; quando o 

tratamento foi iniciado há mais de 48 horas após o diagnóstico da infecção, ou 

ainda quando o tratamento antifúngico foi inferior a 5 dias e quando o paciente 

não recebeu tratamento (TUMBARELLO et al., 2007). 

- Identificaçao das leveduras e teste de susceptibilidade antifúngica 

 Os isolados foram identificados através de três técnicas distintas: 

crescimento em ágar cromogênico CHROMagarTM Candida Medium (Becton 

Dickinson, Alemanha), provas bioquímicas automatizadas conduzidas no 

equipamento VITEK®-2 (bioMerieux, França) e espectrometria de massas 

MALDI-TOF/MS (Bruker Daltonick, Alemanha). O teste de susceptibilidade aos 

antifúngicos foi realizado utilizando os cartões AST-YS07/AST-YS08 do 

sistema automatizado VITEK®-2 (bioMerieux, França); foram testados 

anfotericina B, caspofungina, fluconazol, micafungina e voriconazol. Os critérios 

de interpretação das Concentrações Inibitórias Míminas para classificação dos 

isolados em susceptível, sensível dose dependente e resistente estavam de 

acordo com o documento M27-S4 do Clinical and Laboratory Standart Institute 

(CLSI, 2012). 

- Análise Estatística 

As variáveis quantitativas foram descritas em média e desvio padrão; já 

as qualitativas em frequência e porcentagem. Os fatores de risco foram 

avaliados pela regressão logística univariada, bem como pela regressão 

logística múltipla seguida da seleção de variáveis pelo método Stepwise 

(HOSMER; LEMESHOW, 2004).  

A concordância entre as técnicas utilizadas para identificação dos 

isolados foi feita utilizando o teste Kappa (ROSNER, 1995) sendo considerados 

os valores descritos por Landis e Koch (1977), a saber: correlação 

insignificante (K<0); correlação fraca (K entre 0 e 0,2); correlação razoável (K 
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entre 0,21 e 0,4); correlação moderada (K entre 0,41 e 0,6); correlação 

forte/substancial (K entre 0,61 e 0,8) e correlação quase perfeita (K entre 0,81 

e 1,0).  

Já as curvas de sobrevivência foram construídas usando o método de 

Kaplan-Meier. Todos os valores de p≤0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. Estas análises foram realizadas utilizando o software SPSS v.20. 

- Comitê de Ética  

Este estudo recebeu aprovação do Comite de Ética em Pesquisa da 

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

65341817.0.0000.5152, parecer CEP-UFU: 2.826.857. 

Resultados 

Durante o período de estudo, foram avaliados 113 pacientes com 

diagnóstico de Candidemia; destes, quatro pacientes (3,5%) apresentaram 

mais de um episódio de infecção de corrente sanguinea por Candida spp., 

totalizando 126 isolados.  

A maioria dos pacientes foi do sexo masculino (65%; 74/113), sendo os 

mais acometidos aqueles com idade superior a 60 anos (45%; 41/113). Os 

setores hospitalares com o maior número de infecções por Candida spp. foram 

as UTI (51%; 57/113), seguidos pelas unidades clínicas (25%; 28/113) e 

cirúrgicas (24%; 27/113). Além disto, o tempo médio de internação nas UTIs foi 

de 47 dias (variação de 5 a 127 dias).  

Comorbidades como cirurgia abdominal prévia recente (38%), Neoplasia 

(27%) e Hipertensão Arterial Sistêmica (20%) e o uso de dispositivos invasivos 

como CVC (90%), sonda em aparelho digestório (73%), cateter vesical (64%), 

ventilação mecânica (57%), nutrição parenteral prolongada (55%), além do uso 

prévio de antimicrobianos (96%) e cirurgia do trato digestivo (44%) foram 

comuns nos pacientes incluídos no estudo.  
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O tratamento antifúngico foi realizado em 85% (96/113) dos pacientes, 

preferencialmente com Fluconazol (800 mg em dose de ataque; após 400 

mg/dia) em monoterapia (66%; 63/96). As equinocandinas foram utilizadas para 

o tratamento de 37% dos pacientes, 22% destes em monoterapia e 16% em 

associação com o Fluconazol; o tempo médio de uso dos antifúngicos foi 12 

dias. Além disto, 15% (17/113) dos pacientes não receberam nenhum tipo de 

tratamento, uma vez que, a maioria, evoluiu para o óbito antes do diganóstico 

laboratorial da infecção. 

A taxa de mortalidade em 30 dias por Candidemia foi de 56%; e a idade 

revelou ser um fator de risco independente (p=0,0195). Já a análise univariada 

dos fatores de risco associados a esta evidenciou 3 variáveis significativas: a 

idade maior que 60 anos (p=0,0355), a internação em UTI (p=0,0493) e a 

presença do cateter vesical (p=0,0078). As principais características clínicas e 

epidemiológicas dos pacientes com Candidemia e as análises de fatores de 

risco associados à mortalidade em 30 dias estão resumidos na tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

Tabela 1: Fatores de risco associados à mortalidade em 30 dias de pacientes com infecção de corrente sanguínea por Candida spp. 

Características Total (n= 113)    
n; (%) 

Desfecho Análise Estatística 

Univariada Multivariada 
  ALTA (n= 50) 

n; (%) 
ÓBITO (n= 63) 

n; (%) 

OR                       
(IC 95%) 

Valor de 
p 

OR                    
(IC 95%) 

Valor de 
p 

Sexo  39; (35) 18; (36) 21; (33,3) 0,89 (0,41-1,94) 0,7672   

Idade: média (desvio padrão) 50,7 42,82 (24,58) 57,10 (21,62) 1,03 (1,01-1,05) 0,0025* 1,03 (1,0-1,10) 0,0195* 

0-18 anos 16 (14) 10 (20) 6 (9,5) 0,42 (0,14-1,25) 0,1198   

19-59 anos 46 (41) 23 (46) 23 (36,5) 0,68 (0,32-1,44) 0,3086   

>60 anos 51 (45) 17 (34) 34 (54) 2,28 (1,06-4,90) 0,0355*   

Tempo de internação: média (desvio padrão) 51,9 75,16 (37,36) 32,95 (26,98) 0,96 (0,94-0,98) 0,0000   

Internação em UTI  57 (24) 20 (40) 37 (58,7) 2,13 (1,02-4,54) 0,0493*   

Tempo de internação em UTI (média de dias) 47,15  31,58 (44,51) 17,6 (21,31) 0,99 (0,97-0,99) 0,0352   

Comorbidades        

HIV/AIDS 1 (0,8) 1 (2,4) 0 1,00 (-) 0,9913   
Insuficiência Renal Crônica (IRC) 3 (2,6) 1 (2,4) 2 (3,4) 1,40 (0,12-16,7) 0,7849   
Alteração trato digestório (não cirúrgica) 4 (3,5) 2 (4,9) 2 (3,4) 0,68 (0,09-5,07) 0,7102   
Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) 23 (20) 8 (19,5) 15 (25,4) 1,41 (0,53-3,51) 0,4907   
Diabetes Mellitus (DM) 11 (10) 4 (9,8) 7 (11,9) 1,25 (0,34-4,56) 0,7407   
Cardiopatia 12 (11) 4 (9,8) 8 (13,6) 1,45 (0,41-5,18) 0,5665   
Neoplasia 31 (27) 11 (26,8) 20 (33,9) 1,40 (0,58-3,36) 0,4530   
Cirurgia abdominal prévia 43 (38) 14 (34,1) 29 (49,2) 1,86 (8,82-4,25) 0,1379   
Medicação uso crônico        
Imunossupressor 6 (5) 3 (13,6) 3 (7,1) 0,49 (0,09-2,64) 0,4047   
Quimioterápico 6 (5) 2 (9,1) 4 (9,5) 1,05 (0,18-6,25) 0,9550   
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Características Total (n= 113)    
n; (%) 

Desfecho Análise Estatística 

Univariada Multivariada 
  ALTA (n= 50) 

n; (%) 
ÓBITO (n= 63) 

n; (%) 

OR                       
(IC 95%) 

Valor de 
p 

OR                    
(IC 95%) 

Valor de 
p 

Dispositivos Invasivos        

Cateter venoso Central 102 (90) 46 (92) 56 (88,9) 0,70 (0,19-2,52) 0,5810   
Cateter vesical 72 (64) 25 (50) 47 (74,6) 2,94 (1,33-6,49) 0,0078*   

Ventilação Mecânica (IOT/TT)  65 (57) 25 (50) 40 (63,4) 1,39 (0,57-3,39) 0,4741   

Sonda Trato Digestório (NG/NE) 83 (73) 35 (70) 48 (76,1) 0,59 (0,14-2,43) 0,4635   

Ostomia em Trato Digestório 10 (9) 3 (6) 7 (11,1) 1,70 (0,41-7,05) 0,4635   

Nutrição parenteral 62 (55) 25 (50) 37 (58,7) 1,42 (0,67-3,31) 0,3550   

Procedimentos Cirúrgicos durante a internação        

Cirurgia Trato Digestório 51 (44) 19 (38) 31 (49,2) 1,58 (0,74-3,36) 0,2347   
Cirurgia Trato Urinário 11 (10) 5 (10) 6 (9,5) 0,95 (0,27-3,31) 0,9324   

Tratamento antifúngico 96 (85) 49 (98) 47 (74,6) 0,06 (0,01-0,47) 0,0074   

Tempo de tratamento-média (desvio padrão) 11,8 (5,97) 15 (4,44) 6,11 (6,27) 0,75 (0,67-0,83) 0,0000   

Tratamento > 14 dias 54 (56) 45 (90) 9 (14,2) 0,02 (0,01-0,08) 0,0000 0,01 (0,0-0,06) 0,0000 

Tempo de início < 48 horas após o diagnóstico da 
infecção 

92 (96) 47 (94) 45 (71,4) 1,91 (0,17-21,8) 0,6010   

Antimicrobianos prévios à infecção        

Antibiótico 109 (96) 47 (94) 62 (98,4) 3,96 (0,4-39,26) 0,2400   

Tempo de uso de antibiótico- m (desvio padrão) 13,31 (8,29) 13,83 (8,68) 12,92 (7,94) 0,99 (0,94-1,03) 0,5634   

Uso de antibiótico > 14 dias  52 (48) 24 (48) 28 (44,4) 0,85 (0,40-1,81) 0,6707   

Antifúngico 14 (12) 7 (14) 7 (11,1) 0,77 (0,25-2,35) 0,6440   

Recorrência/Recidiva  2 (4) 2 (3,2) 0,80 (0,11-5,89) 0,8266   
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As estimativas de sobrevida cumulativas de Kaplan-Meier (Figura 1) 

evidenciaram que os pacientes que não receberam tratamento antifúngico 

apresentaram uma menor probabilidade de sobrevida quando comparados com 

aqueles que o receberam (p<0,0001). Além disto, os pacientes que receberam 

a terapia em até 48 horas após o diagnóstico da Candidemia apresentaram 

uma maior probabilidade de sobrevida (p<0,0001). 

 

Figura 1: Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier: A- dos grupos com e sem terapia 

até o evento óbito, considerando o tempo de internação. B- dos grupos com início do 

tratamento em até 48 horas após o diagnóstico da infecção, considerando a mortalidade 

em 30 dias. 
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Dos 126 isolados de Candida spp., 41 foram C. albicans; 27 C. tropicalis; 

18 C. glabrata; 17 C. parapsilosis; 10 C. krusei; 3 C. kefyr; 3 C. lusitaneae; 2 C. 

pelliculosa; 2 C. guilliermondii; 2 C. orthopsilosis e 1 C. dubliniensis. A 

concordância entre as 3 metodologias utilizadas para a identificação dos 

isolados foi variável, sendo a melhor correlação entre VITEK®-2 e MALDI-

TOF/MS, considerada quase perfeita (K=0,833) e significativa (p<0,0001). Já 

as concordâncias entre ChromagarTM e MALDI-TOF/MS e entre ChromagarTM e 

VITEK®-2 foram consideradas substanciais (K=0,67 e K= 0,68, 

respectivamente) e significativas (p<0,0001). Três isolados previamente 

identificados com C. famata pelo VITEK®- 2 foram reclassificados pelo MALDI-

TOF/MS como C. albicans (2 isolados) e C. parapsilosis (1 isolado). Além disto, 

a identificação dos dois isolados de C. orthopsilosis somente foi possível 

através do MALDI-TOF/MS. 

Foi observado que a maioria dos isolados apresentou susceptibilidade a 

todos os antifúngicos testados. A resistência ao Fluconazol foi observada em 

12 isolados (9,5%); entretanto, 10 destes eram C. krusei (7,9%).  O perfil de 

susceptibilidade antifúngica dos isolados de Candida spp. está demonstrado na 

Tabela 2. 

Tabela 2: Perfil de susceptibilidade antifúngica e faixa de variação dos valores da MIC 
de isolados de Candida spp., obtidos de pacientes com Candidemia 

 C. albicans 
(41) 

C. 
tropicalis 

(27) 

C. glabrata 
(18) 

C. parapsilosis 
(17) 

C. krusei 
(10) 

Candida spp 
(13) 

Susceptibilidade 
antifúngica, n (%) 

      

Fluconazol 41 (100%) 27 (100%) 18 (100%) 16 (94%) 0 (0%) 12 (92%)** 
Voriconazol 41 (100%) 27 (100%) 17 (94%) 17 (100%) 10 (100%) 12 (92%)** 
Caspofungina 41 (100%) 27 (100%) 17 (94%) 17 (100%) 10 (100%) 13 (100%) 
Micafungina 41 (100%) 27 (100%) 17 (94%) 17 (100%) 10 (100%) 13 (100%) 
Anfotericina B 41 (100%) 27 (100%) 17 (94%) 17 (100%) 7 (70%) 13 (100%) 

MIC, média (faixa 
de variação) 

      

Fluconazol 0,8 (0,5-1) 0,9 (0,5-1) 2,9 (1-4) 4,9 (0,5-64) 12 (4 -16) 2,9 (0,5-32) 
Voriconazol 0,12 (0,12) 0,12 (0,12) 0,4 (0,25-4) 0,17 (0,12-1) 0,13 (0,12-0,25) 0,4 (0,12-4) 
Caspofungina 0,2 (0,12 a 0,25) 0,19 (0,12-

0,25) 
0,7 (0,12-8) 0,5 (0,25 a 1) 0,7 (0,25-2) 0,28 (0,12-0,5) 

Micafungina 0,08 (0,06 a 0,5) 0,06 (0,06) 0,5 (0,06- 8) 0,6 (0,25 a 2) 0,4 (0,12-2) 0,23 (0,06-0,5) 
Anfotericina B 0,6 (0,25 a 1) 0,4 (0,25-

0,5) 

1,3 (0,25-16) 0,4 (0,25-1) 1 (0,5-2) 0,41 (0,25-1) 

MIC: Concentração inibitória mínima; Candida spp. (3 C. kefyr; 3 C. lusitaneae; 2 C. pelliculosa; 2 C. 
guilliermondii; 2 C. orthopsilosis e 1 C. dubliniensis); **C. guilliermondii 
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Foi ainda estudada a distribuição das espécies de Candida e o desfecho da 

doença; dentre os pacientes que evoluíram para o óbito, C. albicans foi a 

espécie predominante (61%). Foi verificado ainda que aqueles que tiveram 

infecção por C. krusei evoluíram mais rapidamente para o óbito do que os 

demais pacientes; no entanto, não houve diferença estatística na sobrevida dos 

pacientes com relação às espécies de Candida. A Figura 2 evidencia a 

distribuição dos isolados em relação aos grupos óbito/alta (A), bem como a 

curva de sobrevivência de Kaplan-Meyer entre estes grupos (B). 

 

Figura 2: Distribuição dos isolados de Candida spp. em relação ao óbito (A) e 
curva de Kaplan-Meier em relação aos grupos óbito/alta, considerando o tempo 
de internação (B). *Candida spp.: C. kefyr; C. orthopsilosis; C. lusitaneae; C. guilliermondii; 

C. pelliculosa; C. dubliniesis 
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Discussão 

 Candidemia é descrita como a quarta causa de infecção nosocomial da 

corrente sanguínea (ISMAIL et al., 2020), geralmente associada a maior tempo 

de internação, altos custos médicos e com mortalidade acima de 30% dos 

casos (ZHANG et al., 2019). No período deste estudo, Candida spp. foram 

responsáveis por 4,2% dos casos de infecção de corrente sanguínea de 

pacientes internados no HCU-UFU. 

A maioria dos pacientes acometidos pela doença foi do sexo masculino 

e faixa etária acima de 60 anos; dados concordantes com a literatura 

(ARENDUP et al., 2019; BASSETTI et al., 2019; MEDEIROS et al., 2019; 

TODA et al., 2019; POISSY et al., 2020). Embora a diferença de incidência de 

Candidemia por sexo ainda não tenha causa conhecida (TODA et al., 2019), 

Arroyo-Mendonza e colaboradores (2020), sugerem que a testosterona pode 

reduzir a resistência à infecção sistêmica à C. albicans, fato que pode explicar 

a maior incidência da doença nos pacientes do sexo masculino. 

Neste estudo, o maior número de casos aconteceu nas UTI, 

possivelmente, devido à quantidade de fatores de risco associados aos 

cuidados dos pacientes nestas unidades (PAPPAS et al., 2018). A quebra das 

defesas naturais do hospedeiro (manipulação cirúrgica do trato digestório, 

múltiplos dispositivos invasivos, uso de drogas imunossupressoras, nutrição 

parenteral prolongada, entre outros) proporciona a translocação do fungo da 

pele ou do intestino para a corrente sanguínea (POISSY et al., 2020) e, 

havendo o compromentimento da resposta imune, a levedura se prolifera, 

levando ao quadro de Candidemia (PAPAS et al., 2018; ZHAI et al., 2020).   

Os guidelines para o manejo terapêutico da Candidemia orientam que o 

tratamento seja feito, inicialmente, com drogas da classe das equinocandinas 

(BIENVENU et al., 2019; ROILIDES et al., 2019; WANG et al., 2019; ROILIDES 

et al., 2020; TASHIRO et al., 2020). No presente estudo, o tratamento 

antifúngico foi realizado em 85% dos pacientes, na grande maioria dos casos, 

com o Fluconazol, principalmente em monoterapia; a maioria dos pacientes 

que não recebeu o tratamento evoluiu para o óbito antes do diagnóstico 
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laboratorial da infecção. A administração das equinocandinas como primeira 

escolha terapêutica foi feita apenas em 20% dos pacientes, provavelmente pelo 

alto custo destas quando comparado ao custo dos derivados azólicos (MARINS 

et al., 2018; CHOI et al., 2019). Segundo Colombo e colaboradores (2013), o 

Fluconazol pode ser uma terapia alternativa para pacientes clinicamente 

estáveis com quadros leves, que não foram expostos a regimes de profilaxia 

com azólicos e que são admitidos em serviços médicos com baixa incidência 

de infecções causadas por C. glabrata e C. krusei. Entretanto, os serviços 

médicos que apresentam taxas de incidência superiores a 10% de isolados 

resistentes ao Fluconazol não devem usar este medicamento antes que a 

espécie de Candida seja identificada. Importante destacar que, neste estudo, o 

início precoce da terapia antifúngica e o tempo de tratamento adequado foram 

fatores protetores na sobrevida dos pacientes; PAPPAS e colaboradores 

(2018) demonstraram uma maior taxa de mortalidade quando o tratamento não 

é feito de forma apropriada.  

A mortalidade por Candidemia foi de 56%, sendo a idade acima de 60 

anos, presença de cateter vesical e a internação em UTI os fatores de risco 

associados a um pior desfecho clínico em 30 dias após o diagnóstico do 

processo infeccioso. Estudos mostram que esta infecção pode apresentar 

taxas de mortalidade bastante variada, de 12% a 70% (MEDEIROS et al., 

2018; PAPPAS et al., 2018; BASSETTI et al., 2019; ZHENG et al., 2019; TSAY 

et al., 2020), o que reflete a severidade dos casos desta doença. Estudos 

realizados no Brasil também apontam altas taxas de mortalidade por 

Candidemia; segundo Khoury e colaboradores (2016), esta foi em torno de 

43%. De acordo com Marins e colaboradores (2018), 51,3% dos pacientes 

evoluíram para o óbito devido à doença; já Doi e colaboradores (2016) e Alves 

e colaboradores (2020) relataram uma taxa de mortalidade de 72,2% e 54,6%, 

respectivamente.  

Candida albicans foi isolada em 30% dos casos; 70% dos episódios de 

Candidemia foram devido a espécies não-albicans, principalmente devido a C. 

tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis stricto sensu e C. kusei. Estes dados são 

concordantes tanto com a literatura internacional (AL-DORZI et al., 2020; 
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BASSETI et al., 2019; PFALLER et al., 2019; POISSY et al., 2020; TSAY et al.; 

2020), como trabalhos brasileiros (DOI et al., 2016; KHOURI et al., 2016; 

MARINS et al., 2018; MEDEIROS et al., 2019) demonstrando perfil de 

distribuição semelhante para as cinco espécies mais comuns de Candida spp. 

As diferenças regionais bem como a complexidade de cada serviço hospitalar 

podem influenciar a predominância das espécies de Candida (MENEZES et al., 

2015). Estudos apontam que C. albicans seja mais patogênica que Candida 

não-albicans (HIRAYAMA et al., 2020; KADOSH; MUNDODI, 2020); entretanto, 

embora o maior número de óbitos tenha sido causado por esta espécie, não foi 

evidenciada diferença estatística em relação à mortalidade e as espécies de 

Candida estudadas. Importante destacar que os pacientes que tiveram infecção 

por C. krusei evoluíram para o óbito mais precocemente do que aqueles que 

tiveram infecção por outras espécies; segundo Kronen e colaboradores (2018), 

pacientes com infecção por esta espécie de Candida apresentam uma taxa de 

mortalidade mais elevada quando comparados aos pacientes com infecção por 

outras Candida não-albicans, embora isto possa ser um maior refelexo da 

gravidade da doença de base destes pacientes do que devido à virulência 

micro-organismo. Isto pode ser corroborado ainda por estudos de Candidíase 

Sistêmica em murinos, que evidenciaram que C. krusei exibe menor virulência 

que C. albicans (GÓMEZ-GAVIRIA M.; MORA-MONTES, 2020). 

Candida spp. são identificadas rotineiramente por testes fenotípicos 

tradicionais que podem não identificar de forma correta as suas muitas 

espécies (AMBARAGASSI et al., 2019). MALDI-TOF/MS apresenta acurácia de 

100% para a identificação de fungos leveduriformes e pode ser considerado um 

novo padrão-ouro, rápido e seguro, para a identificação de espécies de 

Candida (XIE et al., 2019). No presente estudo, foi evidenciada correlação 

quase perfeita entre MALDI-TOF/MS e VITEK®-2, com discrepância, 

principalmente, na identificação dos isolados pertencentes ao complexo 

“psilosis” e em isolados classificados como C. famata pelo VITEK®-2. As provas 

bioquímicas não apresentam a capacidade de distinguir as espécies crípticas 

do complexo “psilosis”, portanto estas leveduras são identificadas de forma 

correta somente por técnicas moleculares e proteômicas (De CAROLIS et al., 

2014). Por conseguinte, na presença de inconsistência durante a identificação 
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através de testes fenotípicos ou na presença de espécies incomuns como C. 

famata, faz-se necessária a confirmação por métodos mais sensíveis e 

específicos, como MALDI-TOF/MS (KIM et al., 2014). Importante ressaltar que, 

embora verificada a discrepância na identificação dos 3 isolados de C. famata, 

estes pacientes não tiveram um pior desfecho clínico. 

A microdiluição em caldo é o padrão de referência para os testes de 

susceptibilidade antifúngica (CLSI, 2012); entretanto esta metodologia não 

apresenta aplicabilidade rotineira na maioria dos laboratórios de Microbiologia 

Clínica, por ser extremamente laboriosa (PFALLER et al., 2013). Sendo assim, 

testes comerciais, como o sistema semiautomático VITEK®-2 (bioMérieux, 

França), podem ser utilizados para predizer a susceptibilidade antifúngica de 

Candida spp. (PFALLER et al., 2013; KHATURIA et al., 2015). Neste estudo, 

excluindo os casos de resistência intrínseca de C. krusei ao Fluconazol, foi 

possível observar apenas uma pequena parcela de isolados (5%) resistente 

aos antifúngicos testados, principalmente C. krusei e C. glabrata, dados 

concordantes com estudos de vigilância internacional (PFALLER et al., 2019). 

A resistência aos antifúngicos disponíveis para o tratamento da Candidemia 

ainda pode ser considerada um evento incomum para Candida spp.; contudo, 

micro-organismos resistentes têm sido relatados (DA MATTA  et al., 2017; 

DELAVY et al., 2019;  HART et al., 2019; AL-DORZI et al., 2020). Neste 

contexto, a resistência antifúngica deve ser monitorada, uma vez que infecções 

causadas por micro-organismos resistentes podem levar a uma maior 

mortalidade por Candidemia (TSAY et al., 2017). 

Sabendo que a infecção de corrente sanguínea por Candida spp. é 

comum em hospitais de nível terciário, estudos clínico-epidemiológicos com a 

identificação dos principais fatores de risco associados ao desenvolvimento 

desta doença podem proporcionar a adoção de medidas preventivas, 

especialmente em relação aos procedimentos e dispositivos invasivos, 

contribuindo com a diminuição da incidência. Além disto, a correta especiação 

destas leveduras, a introdução precoce do tratamento antifúngico e a 

monitorização da resistência antifúngica devem ser estimulados, com o intuito 

de diminuir a morbimortalidade da Candidemia. 
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Conclusão 

Este estudo reafirma a gravidade de Candidemia, que acometeu 

primordialmente pacientes do sexo masculino, idosos, internados em Unidade 

de Terapia Intensiva e submetidos a procedimentos invasivos e apresentou 

uma taxa de mortalidade elevada. C. albicans foi a espécie isolada com mais 

frequência e o MALDI-TOF/MS foi capaz de identificar espécies crípticas e não 

usuais de Candida spp., o que não foi possível com a utilização das outras 

metodologias empregadas na identificação destas leveduras. A maioria dos 

isolados apresentou susceptibilidade aos antifúngicos testados, sendo 

encontrados poucos casos de resistência. Sabe-se que Candidemia pode 

alcançar taxas de mortalidade elevadas; sendo assim, o conhecimento de 

fatores de risco associados, a identificação correta e rápida das espécies 

envolvidas para a instituição da terapia medicamentosa apropriada e em tempo 

hábil são fundamentais para o manejo correto da doença. 
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Abstract 

Aims: The aim of this study was to evaluate the formation of biofilm by Candida 
spp. isolated from the bloodstream, using traditional spectrophotometric 
methodologies. In addition, the goal was to compare the results with those 
obtained through MALDI-TOF/MS, as well as to verify its use as a potential tool 
for the detection biofilm-forming strains. Methods and Results: 113 isolates of 
Candida spp. were studied: 41 were C. albicans, 27 C. tropicalis, 18 C. 
glabrata, 17 C. parapsilosis and 10 C. krusei. Metabolic activity was determined 
through the tetrazolium salt (XTT) reduction assay and biomass by staining with 
Crystal Violet. All isolates were able to form biofilm, 94% of which were strong 
producers, with high biomass quantification (95%; 107/113) and high metabolic 
activity (99%; 112/113). Mass spectra of the biofilm-producing isolates showed 
differences in the intensity of mass peaks when compared with the spectra of 
the non-producing strains. Conclusions: It was demonstrated that MALDI-
TOF/MS was able to detect specific biofilm proteins, as the mass spectra of the 
isolates presented differences when compared with non-producing strains. 
Significance and impact of the study: MALDI-TOF/MS can become a 
valuable tool for biofilm detection at the moment of the identification of the 
microorganism, thus contributing greatly to the management of patients with 
Candidemia. 

Key Words: Candida spp. Candida albicans. Candida parapsilosis. Candida 
krusei. Candida glabrata. Candida tropicalis. Biofilm. MALDI-TOF/MS 
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Introduction 

The number of fungal infections associated with health care has 

increased in recent decades and is probably a consequence of advances in 

medical and surgical therapies (Pote et al. 2020). The implementation of 

aggressive treatment modalities, such as hematopoietic stem cell 

transplantation, the transplantation of solid organs and the use of chemotherapy 

agents contributed to the increase in cases of these infections especially those 

caused by bacteria and fungi (Tsay et al. 2020). Among fungal infections, those 

caused by Candida species stand out. Candidemia can be considered the most 

frequent invasive form, whose mortality can reach 70% (Pappas et al. 2018). 

Candida albicans is the species of Candida most frequently found in 

clinical isolates worldwide (Pote et al. 2020); however, other species such as C. 

glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis and C. krusei, can also be isolated and, in 

association with C. albicans, can represent more than 90% of clinical isolates 

(Delavy et al. 2019). 

Candida spp. has the ability to express several virulence factors, with 

biofilm production being one of the most important ones (Nett and Andes, 

2020.) It is well-recognized that biofilm is a structured microbial community 

involved in an extracellular matrix that allows the microorganism to adhere to 

biotic and abiotic surfaces, making it difficult the action of antimicrobials (Del 

Pozo 2017). The formation of biofilm by Candida spp. represents a health 

problem for critically ill patients, due to limited drug therapy options and, 

currently, there are no well-defined guidelines for the treatment of infections 

caused by biofilm-forming strains (Olivares et al. 2020). Furthermore, it is 

known that yeast cells present in the biofilm matrix can be dispersed into the 

bloodstream and spread to other organs, contributing to increased rates of 

mortality in patients with Candidemia (Pierce et al. 2017; Nett and Andes 2020).  

Biofilm research is generally carried out using conventional 

spectrophotometric methodologies, as well as the visualization of these through 

electron microscopy. Although these techniques are widely used, they may 

present several limitations such as high costs, low sensitivity and reproducibility, 
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long run time and overestimation or underestimation of biofilm biomass 

(Azeredo et al. 2017). Currently, new methodologies such as Matrix Assisted 

Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-

TOF/MS) are become more popular in microbiology laboratories not only for the 

correct identification of microorganisms (Patel 2015; Cassagne et al. 2016) but 

also as a way of quickly and safe identifying virulence factors. These factors 

include resistance to antimicrobials (Charretier and Schrenzel 2016; Faron et al. 

2017; Delavy et al. 2019; Roberto et al. 2020) and biofilm production capacity 

(De Carolis et al. 2019). 

The aim of this study was to evaluate the formation of biofilm by Candida 

spp. isolated from the bloodstream of patients treated at a referral tertiary 

hospital in Brazil. This was done by using traditional colorimetric methodologies 

and comparing the results with those obtained through MALDI-TOF/MS, as well 

as by verifying its use as a potential tool for the detection of biofilm-forming 

strains. 

Materials and methods 

Study Unit 

` This study was conducted at the Hospital de Clínicas of Universidade 

Federal de Uberlândia (HCU-UFU). The HCU-UFU is a tertiary hospital with 

approximately 530 beds and is a reference for the cities of Triângulo Mineiro 

and Alto Paranaíba in Southeastern Brazil. 

Study Design 

This is a prospective study carried out between July 2017 and July 2019.  

Candida spp. were obtained from positive blood cultures from patients admitted to 

the various sectors of the HC-UFU, identified via proteomic analysis (MALDI-

TOF/MS, Bruker Daltonik, Germany), kept in brain-heart infusion broth and 

glycerol (BHI-glycerol) and stored at -20°C until the moment of analysis. 

1. Plates preparation for spectrophotometric evaluation 

Sample preparation for biofilm production evaluation was carried out 

according to de Paula Menezes et al. (2019), with some modifications as 
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follows: 10 μl of a recent culture of Candida spp. on sabouraud dextrose agar 

(ASD) were inoculated in three ml of Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

1640 medium (Himedia, Mumbai, India), followed by incubation at 35+2°C for 

24 h. After incubation, the material was centrifuged at 3,000 g for five min. The 

supernatant was then discarded, and the pellet was washed three times with 

phosphate buffered saline (PBS) (1xPBS diluted from concentrated one 10x). In 

sequence, the pellet was resuspended and centrifuged three times. This 

suspension was diluted in RPMI 1640 medium, which was supplemented with 

glucose and buffered with (N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) (Hexis, 

Sao Paulo, Brazil), adjusting the turbidity to the 0.5 McFarland scale 

(approximately 1×106 cells/ml)  in a digital turbidimeter (DensiCHECKTM Plus-

bioMeriéux). Then, 100 μl of it were dispensed in each well of a flat-bottom 96-

well polystyrene plate. Thereafter, the plates were incubated at 35+2°C for 24 h. 

2. Biomass determination by staining with Crystal Violet 

The determination of biomass by staining with Crystal Violet was 

performed according to Stepanović et al. (2007). After the plates were 

incubated at  35+2°C for 24 h, the culture medium was removed, and the wells 

were washed with PBS three times to remove planktonic cells. Then, 125 µl of 

0.1% Crystal Violet (Merck, Darmstadt, Germany) were added to the 96-well 

polystyrene plate and left for five min. After this process, the plate was washed 

three times with 125 µl of sterile distilled water to remove excess Crystal Violet. 

For the purpose of solubilizing this dye, 125 µl of 30% acetic acid solution were 

added to the wells, and the reading was performed on a spectrophotometer 

(Biotek®) at a wavelength of 570 nm. 

Tests were done in quadruplicate, and the result was expressed 

according to the mean of absorbance observed in each well. They were 

classified as weak producer (OD <0.44), moderate producer (0.44 <OD <1.17) 

and strong producer (OD> 1.17) (Marcos-Zambrano et al. 2014). 

 

3. Determination of metabolic activity via the tetrazolium-XTT reduction 

assay 

The metabolic activity determination was performed according to Pierce 

et al. (2008). After biofilm was formed, the culture medium was removed, and 
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the wells were washed with PBS three times to remove planktonic cells. Then, 

100 μl of [2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium-5 

carboxanilide] (XTT) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) and menadione [1 μl 

of 10 mmol l-1 menadione in 10 ml of 0.5 g l-1 XTT] (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Germany) solution were added. Then, the plates were incubated and protected 

from light for two h. After incubation, 80 μl of each sample were transferred to 

another plate, and the reading was performed on a spectrophotometer 

(SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader®) at a wavelength of 490 nm. 

Tests were done in quadruplicate, and the result was expressed 

according to the mean of the absorbance observed in each well. They were 

classified as weak producer (OD <0.097), moderate producer (0.097 <OD <0.2) 

and strong producer (OD>0.2) (Marcos-Zambrano et al. 2014). 

 

4. Evaluation of biofilm production via MALDI-TOF/MS 

Samples were prepared according to Stevenson et al. (2010) and 

Mlynáriková et al. (2016) with some modifications. Three μl of a 48-h culture at 

35+2°C in ASD were suspended in one ml of 70% ethanol (Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) and were briefly vortexed; then, this suspension was 

centrifuged (Eppendorf 5415D) for two min at 56,000 g. The supernatant was 

removed, and the pellet was quickly centrifuged at 28,000 g, followed by the 

removal of residual ethanol. The pellet was resuspended in 50 μl of formic acid 

70% (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and was added to 50 μl of acetonitrile 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany). The sample was then briefly vortexed and 

centrifuged for two min at 1,500 g. Then, three μl of the supernatant were 

immediately transferred to the MALDI-TOF/MS target plate (Bruker Daltonik, 

Germany), and after drying at room temperature, the wells were covered with 

the α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) matrix (Bruker Daltonik, 

Germany). The software BioTyper 3.1 (Bruker Daltonik, Germany) was used to 

capture and evaluate the mass spectra and also to create the Composite 

Correlation Index (CCI). The tests were done in triplicate; low quality spectra 

with discrepant peaks and those with a score <2.0 were excluded. E. coli 

(ATCC® 25922™), C. albicans (ATCC® 10231™), C. parapsilosis (ATCC® 

22019™), C. tropicalis (ATCC® 750™), C. glabrata (ATCC® 15126™) and C. 
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krusei (ATCC® 34135™) were used as controls and validation. Strains of non-

biofilm-producing C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata and C. 

krusei were used to compare mass spectra. The best quality spectra of two 

biofilm-forming isolates of each species were selected for comparative analysis 

with the respective non-biofilm-producing strain. To evaluate the CCI matrix, 

four biofilm-producing isolates and their respective non-producing strain of each 

Candida species studied were selected. 

 

Ethical statement 

This study received approval from the Research Ethics Committee of the 

Federal University of Uberlândia (CEP-UFU), CAAE: 65341817.0.0000.5152, 

CEP-UFU opinion: 2.826.857. 

 

Results 

During the study period, 113 Candida spp. were isolated: 41 were C. 

albicans, 27 C. tropicalis, 18 C. glabrata, 17 C. parapsilosis and 10 C. krusei. All 

isolates were able to form biofilm, 94% of which were strong producers, with 

high biomass quantification (95%; 107/113) and high metabolic activity (99%; 

112/113) as shown in Table 1. 

 

Table 1: Classification of the biofilm production of Candida spp. isolated from 
the bloodstream of HC-UFU patients between July 2017 and July 2019 
 

 
Specie (n) 

OD 
variation 

range 
(CV) 

Crystal Violet OD 
variation 

range 
(XTT) 

XTT 
WB MB SB WB MB SB 

C. albicans (41) 0,854-3,998 0 1 40 0,318-1,289 0 0 41 
C. tropicalis (27) 0,448-3,998 0 2 25 0,313-1,423 0 0 27 
C. glabrata (18) 1,132-3,917 0 1 17 0,364-1,401 0 0 18 
C. parapsilosis (17) 0,841-3,808 0 2 15 0,195-1,094 0 1 16 
C. krusei (10) 1,258-3,771 0 0 10 0,241-0,745 0 0 0 

OD: Optical Density; CV: Crystal Violet; WB: weak biofilm producer; MB: moderate 
biofilm producer; SB: strong biofilm producer 
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When evaluating the mass spectra of the isolates using BioTyper 3.1 

software, it was possible to observe differences between the proteomic profiles 

of the isolates when compared with the respective non-biofilm-producing 

strains, especially analyzing the difference in intensity of certain mass peaks. 

For C. albicans, these differences were better noticed in 3530 m/z, 4579 m/z 

and 6907 m/z; for C. tropicalis in 3080-3080 m/z, 3501-3502 m/z, 4113 m/z, 

6063m/z and 6899-6900 m/z; for C. glabrata in 3845 m/z, 5254 m/z, 5560 m/z, 

5888 and 11110 m/z; for C. parapsilosis in 3620 m/z, 4590-4592 m/z, 5091 m/z, 

6668 m/z and 8229 m/z and finally for C. krusei in 3133 m/z, 3945 m/z and 

6758 m/z. Figures 1-5 show the mass spectra, with emphasis on the mass 

peaks with different intensities, of the non-biofilm producing strains (A) and of 

two biofilm producing isolates (B and C) of each studied species. In addition, 

when evaluating the CCI, it was possible to observe differences in the masses 

of biofilm-producing isolates when compared to non-biofilm producing strains. 

The distances between the mass spectra are represented as a color spectrum 

ranging from red, high similarity, to blue, low similarity. Figure 6 shows the CCI 

matrix of four biofilm-producing isolates and the respective non-producing 

strains for each Candida species studied (A: C. albicans; B: C. tropicalis; C: C. 

glabrata; D: C parapsilosis and E: C. krusei). 
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Figure 1: Mass spectra of Candida albicans non-producing biofilm (A) and isolates 

producing biofilm (B and C). The main differences between the proteomic profiles of 
non-biofilm-producing isolates from those of biofilm-producers can be seen especially 
in the relative mass ranges of 3530 m/z, 4579 m/z and 6907 m/z. 
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Figure 2: Mass spectra of Candida tropicalis non-producing biofilm (A) and isolates 
producing biofilm (B and C). The main differences between the proteomic profiles of 
non-biofilm-producing isolates from those of biofilm-producers can be seen especially 
in the relative mass ranges of 3080-3080 m/z, 3501-3502 m/z, 4113 m/z, 6063m/z and 
6899-6900 m/z. 
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Figure 3: Mass spectra of Candida glabrata non-producing biofilm (A) and isolates 
producing biofilm (B and C). The main differences between the proteomic profile of the 
biofilm-producing and non-producing isolates can be seen especially in the relative 
mass ranges 3845 m/z, 5254 m/z, 5560 m/z, 5888 and 11110 m/z. 
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Figure 4: Mass spectra of Candida parapsilosis non-producing biofilm (A) and isolates 
producing biofilm (B and C). The main differences between the proteomic profile of the 
non-producing and producing-biofilm isolates can be seen especially in the relative 
mass ranges of 3620 m/z, 4590-4592 m/z, 5091 m/z, 6668 m/z and 8229 m/z.  
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Figure 5: Mass spectra of Candida krusei non-producing biofilm (A) and isolates 
producing biofilm (B and C). The main differences between the proteomic profile of the 
non-producing and producing-biofilm isolates can be seen especially in the relative 
mass ranges of 3133 m/z, 3945 m/z and 6758 m/z. 
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Figure 6: Composite Correlation Index matrix of 4 biofilm-producing isolates 
and the respective non-producing strains for each Candida species studied (A: 
C. albicans; B: C. tropicalis; C: C. glabrata; D: C. parapsilosis and E: C. krusei). 
The distances between the mass spectra are represented as a color spectrum 
ranging from red, high similarity, to blue, low similarity. 

 

Discussion 

 

Bloodstream infection resulting from Candida spp. has become a serious 

public health problem (Oviãno and Rodrigues-Sánches 2020; Tsay et al. 2020), 

mainly in tertiary hospitals, because in these places are hospitalized patients at 

the higher risk of developing Candidemia, such as those admitted to the 

intensive care units, undergoing various invasive procedures and multiples 

indwelling medical devices (Monfredini et al., 2018; Al-dorzi et al. 2020). 

Candidemia is associated with high mortality rates due to late diagnosis and 

treatment (Clancy and Nguyen 2018; Pappas et al. 2018; Vitális et al. 2020). 

Van Ismail et al. (2020) mentioned this disease is the fourth-leading cause of 

nosocomial bloodstream infection.  

Several studies have demonstrated the importance and frequency of 

biofilm-producing Candida spp. isolates, many of which are strongly producers 

(Monfredini et al. 2018; De Carolis et al. 2019; de Paula Menezes et al. 2019; 

Vitális et al. 2020). According to these authors, patients infected with biofilm-

producing isolates have a worse prognosis, given that biofilm production by 



68 

 
 

Candida spp. is considered an important virulence factor, contributing to the 

persistence of the infection and hindering its treatment. This can culminate in an 

unfavorable clinical outcome and can be deemed an independent predictor of 

mortality among patients with Candidemia (Li et al. 2018), as the biofilm matrix 

can withstand high doses of antifungals and still provide resistance to the host's 

defense factors (Nett and Andes 2020). 

Biofilm production capacity has been researched via conventional 

methods, such as biomass quantification (Crystal Violet staining) and the 

evaluation of metabolic activity (XTT reduction assays) (Azeredo et al. 2017). In 

this study, all 113 isolates were biofilm producers and mostly presented the high 

quantification of biomass and high metabolic activity. Few differences were 

found between the traditional methodologies used, which can be explained by 

the structural difference in the composition of the species-specific biofilm 

(Marcos-Zambrano et al. 2014; Nett and Andes 2020). It can also be explained 

by the ways in which the experiments were conducted, as Crystal Violet 

evaluate the extracellular matrix, living and dead cells as a whole and the 

reduction of XTT assays are used to evaluate only live cells (Azeredo et al. 

2017). It is known that the capacity of biofilm formation, as well the structure 

and composition of the matrix are species dependent (Li et al. 2018). However, 

in this study, no significant differences were found regarding biomass and 

metabolic activity between the studied species. 

 The study by Thomas et al. (2006) showed that the most abundant 

component of the biofilm matrix is proteins. The 2D-PAGE techniques, as well 

as their modification, the 2D-DIGE, were the most commonly used for the study 

of proteins in biological components. Since then, proteomic analysis has been 

used to investigate the biofilms of Candida spp. (Martínez-Gomariz et al. 2009), 

showing that distinct proteins exist between biofilm-forming and non-forming 

microorganisms. However, these techniques are laborious and time consuming, 

and depending on the proteins found, they may show low reproducibility 

(Meleady 2018). 

As already mentioned, studies suggest a correlation between mortality 

and biofilm formation (Li et al. 2018; Vitális et al. 2020). It is known that 

infections caused by biofilm-producing isolates tend to be more severe, given 
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that these microorganisms find in the biofilm a safe environment and this 

provides the persistence of the infectious process, even in those patients who 

received the appropriate antifungal treatment (Monfredini et al. 2018). In 

addition, the formation of biofilm promotes the colonization of tissues and 

indwelling medical devices, which hinders the process of eliminating these 

microorganisms from the bloodstream (De Carolis et al. 2019). Therefore, for 

the best and correct management of patients with Candidemia, rapid and safe 

techniques for the detection of the biofilm-producing isolates must be 

implemented.  

In this context, rapid, simple, cost-effective and reproducible techniques 

have been identified as potential tools for the differentiation of various protein 

components of the microorganism cells (Greco et al. 2018), as well as their 

biofilms. MALDI-TOF/MS has been widely used in microbiology, and studies 

suggest that its use can be extrapolated, for example, to identify the virulence 

factors of these (Delavi et al; 2019; Oviãno and Rodrigués-Sánches 2020), such 

as the potential production of biofilm (De Carolis et al. 2019). 

Kubesová et al. (2012), evaluating the discriminatory power of MALDI-

TOF/MS to correctly identify strains of the “psilosis” complex, could have also 

checked to verify differences between the mass spectra of the biofilm-producing 

and non-producing strains; however, they claimed that this is a laborious 

technique and suggested that the analysis of a large number of yeasts would be 

necessary to form a reliable database. Mlynáriková et al. (2016) evaluated 

isolates of C. parapsilosis stricto sensu (producing and non-producing biofilms) 

and found no significant differences between them, showing a low 

reproducibility of this technique, even when different types of matrices were 

used for the analysis. However, as Thomaz (2018) suggested, the mentioned 

authors used a liquid culture medium to study the isolates, and the formation of 

biofilm on the wall of the bottles containing this medium could justify the 

absence of a difference between the samples analyzed. Finally, De Carolis et 

al. (2019) pointed out the efficiency of MALDI-TOF/MS for the discrimination 

between isolates of C. parapsilosis highly producing biofilms and those 

considered to be from lower producers. 
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The present study showed differences between the mass spectra of the 

biofilm-producing isolates when compared with the spectra of the respective 

non-producing strains, especially the difference in intensity of certain mass 

peaks, indicating that specific proteins exist in isolates biofilm-producers. 

However, the number of samples tested is small—not sufficient to compose a 

database. Thus, a multicenter analysis of the isolates of Candida spp. biofilm 

producers that shows different profiles of mass spectra would be necessary for 

the validation of these results. With more robust numbers, information about 

strains with the potential to produce biofilm could exist in equipment databases; 

this fact would make it possible, with no additional costs for the laboratory, to 

analyze and detect biofilm producing strains quickly and safely, at the moment 

of the identification of the microorganism, thus contributing greatly to the 

management of patients with Candidemia.  

In conclusion, all samples of Candida spp. isolated from the bloodstream 

presented the ability to produce biofilm, which was verified via both biomass 

and metabolic activity and this fact contributes to microorganism virulence. It 

was demonstrated that mass spectrometry was able to detect specific biofilm 

proteins, as the mass spectra of the isolates presented differences when 

compared with non-producing strains. As soon as a large number of samples 

are studied, thus leading to the generation of a robust database, MALDI-

TOF/MS can become a valuable tool for this purpose. 
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6. ANEXOS 

6.1- Aprovação Comitê de Ética em Pesquisa (CEP-UFU) 
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7- APÊNDICES 

7.1- Ficha para coleta de dados dos pacientes 

 
FICHA PARA ANÁLISE DE PRONTUÁRIOS 

 

Paciente (iniciais do nome):                                        Ident. no projeto (n0): 
Sexo  (  ) M        (  ) F 
 
Idade  
 
Procedência   
(   ) Zona Urbana      (    ) Zona Rural       Município: 
 
Profissão 
 
 
Medicamentos de uso crônico (previamente à internação) 
 
 
Causa da internação 
 
 
Setor do Hospital em que ocorreu a internação 
 
 
Quadro Clínico 
 
 
 
Queixas (sinais e sintomas no diagnóstico) 
 
 
 
Tempo de internação 
 
Suspeita clínica  
(  ) SIM    (   ) Não 
 
Após quanto tempo de internação aconteceu o diagnóstico de candidemia 
 
Hemocultura coletada em 
(   ) Veia periférica    (   ) Cateter 
 
Cateteres (  ) Não     (  ) SIM. Qual? 
(   ) Vascular periférico (   ) Vascular central (   ) Vesical (  ) Outros 
Tempo de uso de cateter 
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Nutrição parenteral 
(   ) Não    (   ) Sim           
 
Ventilação mecânica 
(   ) Não    (   ) Sim           
 
Cirurgia abdominal 
(   ) Não    (   ) Sim          
 
Sonda em trato digestivo  
(   ) Não    (   ) Sim           
 
Manipulação cirúrgica de vias urinárias 
(   ) Não    (   ) Sim           
 
Estado Imunológico 
(    ) Imunocompetente            (    ) Imunodeprimido      
Qual doença de base? 
 
 
 
Se AIDS: 
Carga viral:    (    ) Não se aplica    (    ) < 50 cópias de RNA/mL     (    ) 
<10.000 cópias de RNA/mL  (    ) 10.000 a 100.000 cópias de RNA/mL        (   ) 
> 100.000 cópias de RNA/mL  
 
Contagem de CD4:   (    ) Não se aplica    (    ) < 200 cels./mm3     (   ) 200 a 
350 cels./mm3      (  ) 351 a 499 cels./ mm3           (    )> 500 cels./mm3 
 
Tratamento Antifúngico 
(   ) Não (   ) Sim           Antifúngico:____________________      
Duração do Tratamento 
Quanto tempo após o diagnóstico da Candidemia (após a liberação do Gram) 
 
Evento adverso com o tratamento antifúngicos 
(   ) Não    (   ) Sim          Qual _____________________________________ 
 
Uso de antifúngico previamente à infecção  
(   ) Não    (   ) Sim          Qual _____________________________________ 
Duração do tratamento 
 
 
Uso de antibioticoterapia de largo espectro previamente à infecção  
(   ) Não    (   ) Sim          Qual _____________________________________ 
Duração do tratamento 
 
 
Candida spp. identificada em outro sítio  
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(   ) Não    (   ) Sim          Qual _____________________________________ 
 
Infecções por outros Microorganismos 
(   ) Não (  ) Sim         Micro-organismo: _______________________________ 
 
Concomitante à candidemia 
(   ) Não (  ) Sim    
 
Evolução da doença 
(   ) Cura     (   ) Óbito   
Após quanto tempo do diagnóstico 
 
Recidiva 
(   ) Não    (   ) Sim           
 

 
 


